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En este trabajo de tesis nos hemos centrado principalmente en el desarrollo de una estrategia de 
terapia génica y celular que permita la corrección de la Lipodistrofia Congénita Generalizada (LCG) 
de tipo I debida a mutaciones en el gen AGPAT2, que codifica una enzima  crucial en la vía de síntesis 
de triglicéridos y fosfolípidos. Los pacientes aquejados de esta enfermedad carecen de tejido 
adiposo y, en consecuencia, sufren trastornos metabólicos graves debidos en buena parte a los bajos 
niveles séricos  de adipoquinas, como leptina y adiponectina, sintetizadas y secretadas por dicho 
tejido. En nuestros experimentos se han podido establecer las condiciones necesarias para conseguir 
eficientemente la diferenciación adipogénica de fibroblastos dérmicos de pacientes de LCG y, por 
consiguiente, la corrección de la enfermedad a nivel in vitro. La estrategia consistió en la 
reprogramación celular por sobrexpresión del factor de transcripción PPARg-1 y el cultivo de los 
fibroblastos reprogramados en un medio adipogénico optimizado. En esas condiciones se consiguió, 
imprevistamente,  activar la adipogénesis incluso en ausencia del gen AGPAT2 funcional. Así pues, a 
través de una batería de análisis morfológicos (adipogénesis), de expresión génica (por RT-PCR), de 
interferencia (por siRNA) y de expresión de proteínas secretadas pudimos demostrar que la 
expresión forzada de PPARg-1 consigue superar el defecto impuesto por la deficiencia de AGPAT2. 
Los resultados obtenidos evidencian que los adipocitos generados mediante esta estrategia 
expresan genes característicos de la adipogénesis y son capaces de sintetizar las adipoquinas 
adiponectina y leptina, indicadores de diferenciación adipocítica terminal. Por otro lado, el análisis 
del perfil lipidómico de las células reprogramadas y diferenciadas muestra únicamente ligeras 
diferencias en las especies de triglicéridos encontradas con respecto a las de las células control, 
siendo el contenido de colesterol y fosfolípidos equivalente tanto a nivel cualitativo como 
cuantitativo en ambos tipos celulares. 
Con la intención de desarrollar una estrategia de corrección terapéutica ex vivo, llevamos a cabo el 
trasplante de las células modificadas genéticamente a ratones inmunodeficientes para determinar 
su bioseguridad y posible efecto biológico. Los experimentos in vivo de esta tesis han puesto de 
manifiesto la capacidad de las células de paciente de LCG corregidas de permanecer de manera 
estable, tanto tras un trasplante subcutáneo como formando parte de un sistema organotípico 
complejo de equivalentes dermo-epidérmicos,  sin provocar ningún efecto tóxico ni tumorigénico 
sobre el animal receptor.  
Si bien los resultados de adipogénesis in vivo son aun preliminares, las propiedades de las células 
reprogramadas nos llevan a contemplar su uso, formando parte de sistemas organotípicos 




además de sintetizar grasa, la reposición de las adipoquinas de las que carecen estos pacientes. La 
comprobación in vitro de la eficacia de esta estrategia en células de pacientes de LCG tipo 1 y 2 
permite proponer el uso de esta aproximación para la corrección de más de un subtipo de la 
enfermedad.  
ABSTRACT 
In this thesis project we have mainly focused on the development of a gene and cell based therapy 
for the correction of Congenital Generalized Lipodystrophy (LCG) type I, which is caused by 
mutations in the AGPAT2 gene, an essential intermediate enzyme in the triglycerides and 
phospholipids synthesis pathway. Patients who suffer from this disease lack adipose tissue and 
therefore, suffer serious metabolic disorders caused primarily by low serum levels of adipokines, 
such as leptin and adiponectin, which are synthesized and secreted by adipose tissue. Through our 
experimental approach, we have been able to establish the optimal conditions to efficiently achieve 
adipogenic differentiation of dermal fibroblasts derived from LCG patients, thereby correcting the 
condition at the in vitro level. Our strategy consisted of the reprogramming of patient derived 
fibroblasts by overexpression of the transcription factor PPARg-1 and their subsequent 
differentiation in an optimized adipogenic medium.  Unexpectedly, under these pro-adipogenic 
conditions we were able to activate adipogenesis even in the absence of a functional AGPAT2 gene. 
By utilizing a repertoire of morphological (adipogenesis), gene expression (RT -PCR), interference 
(siRNA) and proteomic analysis of the secreted proteins, we found that the overexpression of PPARg-
1 in LCG derived fibroblasts was enough to overcome the deficiency caused by a non-functional  
AGPAT2 in adipogenesis. Our results showed that this strategy generates LCG fibroblast-derived 
adipocytes with a gene expression profile characteristic of mature adipocytes. These cells are also 
functionally capable of synthesizing adiponectin and leptin, indicators of terminal adipocyte 
differentiation. Furthermore, analysis of the lipidomic profile of the differentiated reprogrammed 
cells showed only slight differences in the triglyceride species found in reference to control cells, 
having equivalent levels of cholesterol and phospholipids in both cell types. 
To further evaluate our gene and cell based therapy, we performed transplantation of genetically 
modified cells into immunodeficient mice to determine its biosafety and possible biological side 
effects. The in vivo experiments in this thesis have shown the ability of LCG corrected cells to endure 
both the subcutaneous transplantation and the adaptation to a complex system such an organotypic 





Despite the preliminary nature of our in vivo  results, the properties of the reprogrammed cells lead 
us to consider their use in bioengineered organotypic systems as a therapeutic approach for the 
treatment of LCG, by allowing fat biosynthesis and the replacement of the deficient adipokines in 
these patients. The in vitro confirmation of the efficacy of this therapy in LCG type 1 and 2 patient 































































1. EL TEJIDO ADIPOSO 
El tejido adiposo (TA) es un tejido conectivo especializado de origen mesenquimal compuesto por 
varios tipos celulares, siendo los adipocitos las células especializadas en la acumulación de lípidos y 
la secreción de factores específicos llamados adipoquinas. En los mamíferos hay dos depósitos 
mayoritarios de grasa: la grasa subcutánea, que se sitúa principalmente bajo la piel, especialmente 
en  muslos, nalgas y abdomen; y la intra-abdominal, que comprende la grasa perirrenal, mesentérica 
y omental. Además de estos depósitos existen otros secundarios, como la grasa estructural, que se 
encuentra en las almohadillas de  pies y manos, en las articulaciones o en los pómulos (Nedergaard 
et al., 2007)(Figura 1). En condiciones normales, el 80% del tejido adiposo está localizado en el tejido 
celular subcutáneo o hipodermis, mientras que el tejido adiposo interno representa menos del 20%. 
Éste último está formado por adipocitos de menor tamaño, con menos capacidad de 
almacenamiento, más vascularizado, con mayor inervación simpática y con un alto número de 
receptores β3-adrenérgicos (Moreno and Martinez, 2002; Sanchez-Munoz et al., 2005).  
El TA se puede subdividir en el tejido adiposo marrón (TAM) y  el tejido adiposo blanco (TAB), que se 
diferencian tanto en su composición como en su función biológica. 
1.1 Tejido adiposo marrón 
Está formado por adipocitos que contienen vesículas de grasa multiloculares rodeadas de un gran 
número de mitocondrias, las cuales le confieren su característico color marrón. Los núcleos 
presentan una localización menos excéntrica que en el tejido adiposo blanco. A nivel molecular, la 
grasa marrón se caracteriza por la expresión de la proteína desacoplante UCP-1(Uncoupling Protein-
1), que es activada por ácidos grasos de cadena larga, y permite la generación de calor mediante el 
desacoplamiento de la cadena respiratoria de la producción de ATP. La principal función del TAM es, 
por tanto, la termogénesis, esto es, la producción de calor y la homeostasis térmica (Rosen and 
Spiegelman, 2006). Durante años ha imperado la idea de que esta clase de grasa era exclusiva de los 
recién nacidos (Virtanen et al., 2009), sin embargo, diversos estudios recientes de visualización por 
tomografía de emisión de positrones han demostrado la presencia de grasa marrón en adultos, la 
cual  se mantiene a lo largo de toda la vida, en proporciones que varían según la edad y con 







1.2 Tejido adiposo blanco 
Este tejido constituye, en condiciones normales, el 15-20% del peso corporal de un hombre y el 20-
25%  de una mujer. Está compuesto principalmente por adipocitos y por una fracción estromal, que 
comprende macrófagos, células endoteliales, células madre pluripotentes y fibroblastos. Este 
estroma es responsable de la homeostasis del tejido(Trujillo and Scherer, 2006). 
Los adipocitos que conforman el TAB son muy grandes (pueden alcanzar 100µm de diámetro) y el 
citoplasma está ocupado casi en su totalidad por una única vesícula de grasa que obliga al núcleo a 
disponerse en un extremo de la célula, muy cerca de la membrana citoplasmática. Los preadipocitos 
cuentan con múltiples vesículas pequeñas de grasa, que durante el proceso de maduración  se 
fusionan para dar lugar a la gran vesícula unilocular. 
En cuanto a las funciones de este subtipo de tejido graso, la principal es el almacenamiento de 
energía en forma de triglicéridos (TG). Por otro lado, tiene un papel estructural, actuando de soporte 
mecánico y protección de determinadas partes del organismo (Vigouroux et al., 2011). Como se 
Figura 1: Distribución corporal del TAB y del TAM en humanos. Adaptado de Gesta S, Tseng Y-




detalla en el siguiente apartado, la función endocrina del TA, estudiada a lo largo de las últimas dos 
décadas, concede a este complejo tejido una categoría que va mucho más allá de la de simple 
reservorio energético. 
1.3 Tejido adiposo como órgano endocrino  
Tradicionalmente, el tejido adiposo ha sido considerado exclusivamente un órgano de 
almacenamiento de energía durante la ingesta de alimentos y liberador de ácidos grasos  durante el 
ayuno para suministrar combustible a otros tejidos. Sin embargo, el descubrimiento de la leptina en 
1994 por el grupo de Friedman y colaboradores aportó una nueva perspectiva  del tejido adiposo 
como órgano endocrino (Zhang et al., 1994), demostrándose su implicación en la regulación a nivel 
sistémico del balance energético, mediante la liberación al torrente sanguíneo de hormonas y otros 
productos específicos denominados adipocitoquinas o adipoquinas. Esas moléculas actúan como 
moduladoras del metabolismo  llevando a cabo su función mediante señalización en órganos diana 
como  el cerebro, páncreas, hígado, músculo, tracto reproductivo, sistema inmune y sistema 
vascular (Trujillo and Scherer, 2006). Las adipoquinas participan, por consiguiente, en procesos como 
la regulación de la ingesta y el gasto energético, la función del sistema inmune, la función vascular y 
la reproducción. Son además reguladoras de la acción de la insulina. A continuación se detallan las 
principales adipoquinas y  su papel en el metabolismo. 
1.3.1-Leptina 
Es una hormona de 146 aminoácidos que se produce a partir de un precursor de 167 que pierde un 
péptido señal de 21 aminoácidos justo antes de pasar a la sangre. Es producida principalmente, 
aunque no de forma exclusiva, por el TA en proporción a la grasa corporal. La placenta, el músculo 
esquelético, los ovarios y el estómago han sido propuestos como sitios adicionales de síntesis 
(Akerman et al., 2002; Bado et al., 1998; Spicer and Francisco, 1997; Wolsk et al., 2007). Es una  
hormona que ejerce sus efectos sobre el comportamiento alimenticio, el apetito, la función cognitiva 
y el eje metabólico insulina-glucosa (Amitani et al., 2013). Su secreción está modulada por diversas 
hormonas; algunas aumentan su síntesis, como es el caso de la insulina, interleuquina-1, factor de 
necrosis tumoral-1 y glucocorticoides. Las que atenúan su expresión son la testosterona y las 
hormonas tiroideas (Sanchez-Munoz et al., 2005).   
La leptina secretada por el TA a la sangre  llega hasta el cerebro atravesando la barrera hemato-
encefálica. Ejerce su función a nivel del sistema nervioso central uniéndose a sus receptores situados 
en el hipotálamo, concretamente en el núcleo arcuato (Elmquist et al., 1999), donde  inhibe a las 




orexigénicos (estimulantes del apetito) (Williams et al., 2011; Xu et al., 2011). Por otro lado, la 
leptina produce un incremento de la expresión de péptidos anorexigénicos en neuronas 
POMC/CART. La unión de la leptina a su receptor desencadena la activación de la quinasa 
intracelular JAK2 (Janus Kinase 2)  vía transfosforilación, lo que da lugar a la fosforilación de STAT3 
(Signal Transducer and Activator of Transcription 3) y su translocación al núcleo. JAK2 provoca, 
además, la fosforilación de IRS (Insulin Receptor Substrate), activándose así la vía de PI3K 
(Phosphatidylinositol 3 kinase)-Akt, favoreciéndose la expresión de los péptidos POMC e 
inhibiéndose los NPY/AgRP (St-Pierre and Tremblay, 2012; Wauman and Tavernier, 2011). La insulina 
también participa en la regulación de esta vía, ya que al unirse a su receptor, éste se autofosforila 
creando un sitio de unión para IRS, el cual activa a PI3K de forma no canónica (Figura 2), al igual que 
lo hace la leptina. La transducción de señales de la leptina y  la insulina está, por tanto, 
interrelacionada y se entrecruza dando lugar a una compleja señalización que afecta a diferentes 
tejido diana y a la regulación de la ingesta de alimentos mediante el control de la expresión de los 
neuropéptidos orexigénicos/anorexigénicos, así como a una sensibilización a la acción de la insulina. 
En lo que se refiere a la acción de una hormona sobre la otra, la leptina inhibe la síntesis y secreción 
de insulina por las células β-pancreáticas, las cuales también presentan receptores de leptina. De 
hecho, la leptina es capaz de bloquear la expresión del mRNA de la preproinsulina. Sin embargo, la 
insulina estimula la producción de leptina por el tejido adiposo (Amitani et al., 2013). Cuando este 
importante bucle de regulación no funciona correctamente se producen trastornos metabólicos que 
contribuyen al desarrollo de hiperinsulinemia y  diabetes mellitus de tipo 2 (Galic et al., 2010). 
El desarrollo de resistencia a la leptina juega un importante papel en patologías como la obesidad, 
por lo que este fenómeno ha sido estudiado activamente en las últimas décadas. Aunque de manera 
excepcional se han descrito mutaciones en el gen de la leptina y de sus receptores (Montague et al., 
1997), el principal problema en la obesidad es que cursa con marcada resistencia a la leptina, por lo 
que los tratamientos consistentes en administración de leptina demostraron no obtener el éxito 
esperado (Munzberg et al., 2005). Existen 3 hipótesis sobre el mecanismo responsable de este 
fenómeno: (1) un fallo en el transporte de la leptina al cerebro a través de la barrera 
hematoencefálica, que impediría la unión a sus receptores; (2) una internalización de los receptores 
hipotalámicos de leptina debido al exceso de leptina circulante en sangre; y/o (3) inhibición de la 
señalización de determinados tipos de neuronas en zonas específicas del cerebro (Harris and 
Kletzien, 1994). Estudios de nuestro laboratorio también demostraron que una exposición 
prolongada a niveles muy altos de leptina, producida de forma ectópica por queratinocitos en 





La adiponectina es una adipocitoquina sintetizada exclusivamente por el TA que pertenece a la 
superfamilia del colágeno. Es la adipoquina que se secreta en mayores cantidades (Scherer, 2006). 
Su producción es estimulada por la insulina, IGF-1 (Insulin Growth Factor-1), PPARg (Peroxisome 
Proliferator-Activated Receptor gamma) y LRH-1 (Liver Receptor Homolog-1) e inhibida por la leptina 
y la resistina, entre otros. Al contrario de lo que ocurría con la leptina, los niveles de adiponectina 














 La adiponectina incrementa la insulinosensibilidad de tejidos metabólicos como el TAB, el músculo y 
el hígado. En el músculo se une al Receptor de Adiponectina 1 (AdipoR1), promoviendo la captación 
de  glucosa por las células, mediante el estímulo de GLUT-4, y la oxidación de los ácidos grasos libres 
mediante la inhibición de la enzima Acetil-CoA carboxilasa. La cascada de señalización a partir de 
AdipoR1 no está muy bien caracterizada, pero se cree que en ella se produce la activación de la MAP 
quinasa p38 y PPARg (Kadowaki and Yamauchi, 2005). En el hígado, se une al Receptor de 
Adiponectina 2 (AdipoR2), y en él induce también la oxidación de ácidos grasos libres y modula la 
Figura 2: Señalización cruzada de la leptina y la insulina. La unión de la leptina a su receptor provoca la 
activación de la vía JAK/STAT. Además,  produce la fosforilación de IRS, que activa PI3K; la cual promueve la 
activación de Akt. Esta segunda vía es también activada por la unión de la insulina a su receptor. Como 





gluconeogénesis mediante la regulación de sus dos principales enzimas: la Fosfoenol-piruvato-
carboxi-quinasa y la Glucosa-6-fosfatasa (Reshef et al., 2003). La AMP quinasa, que es un sensor de 
los niveles de energía intracelular, es activada de forma fisiológica por la adiponectina (Cheng et al., 
2014; Sanchez-Munoz et al., 2005). Además de sus funciones metabólicas, la adiponectina tiene 
efectos antiinflamatorios ya que inhibe NF-ĸb y reduce la secreción de  un gran número de 
citoquinas liberadas por monocitos, macrófagos y células dendríticas (Matsuda and Shimomura, ; 
Scherer, 2006). 
1.3.3-Resistina 
La resistina es un miembro de la familia de proteínas ricas en cisteína denominadas RELMs (Resistin-
like molecules). Es sintetizada por los adipocitos y, al igual que la leptina, se encuentra a bajas 
concentraciones en el ayuno y sus niveles aumentan con la ingesta. Los primeros estudios realizados 
en roedores  revelaron que los niveles de esta adipoquina se encuentran elevados en situaciones de 
obesidad y resistencia a la insulina, pero disminuyen en presencia de sensibilizadores a la insulina 
como, por ejemplo, la rosiglitazona (Holcomb et al., 2000; Kim et al., 2001; Steppan et al., 2001). 
Además, la inmunoneutralización de la resistina conducía a un descenso de la hiperglucemia e 
incrementaba la insulinosensibilidad (Kusminski et al., 2005). Sin embargo, actualmente existe una 
gran controversia sobre el papel que juega esta adipoquina  en la obesidad y el desarrollo de la 
insulinorresistencia en humanos, existiendo evidencias experimentales que proponen papeles 
contrapuestos para esta molécula (Maebuchi et al., 2003; Rajala et al., 2004). También se le ha 
atribuido a la resistina un papel en el proceso inflamatorio, como inductora de la expresión de 
citoquinas pro-inflamatorias (interleuqinas-1,-6 y -12), NF-ĸb y  moléculas de adhesión (Karbowska 
et al., 2009; Silswal et al., 2005).  
1.4 Adipogénesis: precursores, etapas y factores implicados  
La adipogénesis es el proceso biológico por el que los preadipocitos diferencian a células adiposas 
maduras y se encuentra fuertemente regulado a nivel transcripcional y hormonal. 
Los precursores celulares de los preadipocitos son las células madre mesenquimales (MSC). Se 
definen como células de tipo fibroblastoide y origen mesodérmico y tienen capacidad precursora, no 
solo del tejido adiposo, sino también del músculo, hueso, cartílago y tendón. Las MSC pueden ser 
aisladas de un amplio número de órganos y tejidos: médula ósea, tejido adiposo, páncreas, bazo, 
hígado, testículos, líquido amniótico, músculo esquelético, dermis, tejido óseo esponjoso, cordón 




La diferenciación de las MSC a un tipo celular concreto  vendrá determinada por estímulos tejido-
específicos así como por los factores de transcripción que se expresen en cada caso. En cuanto a la 
diferenciación adipogénica, las MCS dan lugar a dos tipos de precursores pre-adipocíticos: uno de 
ellos se caracteriza por expresar los factores de transcripción MYF5 y PAX7, y es común de los 
miocitos y pre-adipocitos marrones; el otro da lugar, mediante la expresión de determinados 
factores (PPARg, C/EBPs, aP2) al adipocito blanco (Figura 3). Esta diferenciación no es irreversible ya 
que se ha demostrado que, de darse las condiciones adecuadas (exposición continuada al frío o 
señalización β-adrenérgica), los adipocitos blancos pueden transdiferenciar a grasa marrón, gracias a 
la expresión de genes característicos de ese tipo celular (PGC1α, SMAD3, PRDM16)(Cristancho and 
Lazar, 2011). La expresión temporal y ordenada de los factores de transcripción mencionados, junto 
a una serie de activadores, co-activadores, represores y co-represores, es así la responsable de 
dirigir y modular el proceso adipogénico mediante el control de la transcripción de genes cuya 
expresión es necesaria en este proceso.   Seguidamente se detalla una relación de estos factores y 















Figura 3: Células precursoras del adipocito blanco y marrón. Se indican los principales genes expresados 
en cada tipo celular. Modificado de Cristancho AG, Lazar A. Forming functional fat: a growing 





PPARg pertenece a la familia proteica de receptores de hormonas nucleares y es esencial para la 
diferenciación celular adipogénica y para la acumulación de lípidos durante la adipogénesis (Barak et 
al., 1999; Kubota et al., 1999; Rosen et al., 1999). Los receptores nucleares son una clase de 
proteínas intracelulares que, en respuesta a ligandos específicos, tienen la capacidad de unirse 
directamente al ADN para regular la expresión génica. En base a su mecanismo de acción, pueden 
clasificarse en receptores de tipo I, II, III o IV. PPARg pertenece al tipo II, que a diferencia de lo que 
sucede con los de tipo I, se mantiene en el núcleo independientemente de la unión a ligando.  
La región C-terminal de PPARg es la responsable de la dimerización con el RXR (Retinoid X Receptor), 
necesaria para que se produzca su activación, y contiene,  además, el principal dominio de activación 
transcripcional, llamado AF2 (Activation Function 2). Este dominio es una hélice anfipática muy 
importante para el acoplamiento de proteínas co-activadoras. La región N-terminal tiene función 
reguladora; y al igual que ocurre con la mayoría de los miembros de esta familia de proteínas, sus 
últimos 120 aminoácidos tienen actividad transcripcional. Además, ese dominio tiene un poder 
inhibitorio cuando es fosforilado por el miembro de la familia de las MAP quinasas Erk-1 ó 2 
(Tontonoz and Spiegelman, 2008).  
Existen dos isoformas de esta proteína: PPARg-1, que se expresa en la mayoría de los tejidos y 
PPARg-2, que contiene 30 aminoácidos adicionales en el extremo N-terminal (Kliewer et al., 1994; 
Tontonoz et al., 1994a; Zhu et al., 1995)(Figura 4). PPARg-2 se expresa mayoritariamente en el tejido 
adiposo y sus niveles aumentan considerablemente durante la adipogénesis (Tontonoz et al., 1994b; 
Wu et al., 1998). Existen evidencias experimentales que indican que ambas isoformas son 
fuertemente inducidas durante la diferenciación adipogénica (Rosen and MacDougald, 2006).  
Al igual que la mayor parte de los receptores nucleares, PPARg es un factor de transcripción activado 
por ligando. La identificación de los ligandos biológicos de PPARg es un área de constante y activa 
investigación. Todo indica que durante la adipogénesis un activador endógeno de PPARg es 
sintetizado (Tzameli et al., 2004), pero aún no ha conseguido aislarse dicho compuesto. Sin embargo, 
existen moléculas candidatas a ser ligandos de este receptor. Así, numerosos estudios han 
demostrado la capacidad de los ácidos grasos poliinsaturados  y otros compuestos derivados de ellos 
para activar PPARg y a otros miembros de la familia PPAR (Forman et al., 1997; Keller et al., 1993; 
Kliewer et al., 1997; Krey et al., 1997). Los ácidos grasos nativos activan muy débilmente a PPARg en 
comparación con PPARα y PPARδ, lo que apoya la hipótesis de que los ligandos naturales de PPARg 




∆12,14prostaglandinaJ2, son también activadoras de PPARg (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 
1995). Sin embargo, dicha prostaglandina se encuentra a niveles muy bajos en el organismo como 
para poder constituir un ligando biológicamente significativo. Los ácidos grasos oxidados como, por 
ejemplo, 9-HODE o 13-HODE, también desencadenan una fuerte activación de PPARg y están 
presentes en niveles altos en las lipoproteínas de baja densidad (LDL) (Nagy et al., 1998). Se plantea 
la posibilidad de que el ligando endógeno de PPARg sea diferente según el tejido. Otros lípidos 
potencialmente activadores de PPARg son los ácidos grasos nitrados y el ácido lisofosfatídico 
(Schopfer et al., 2005; Zhang et al., 2004a), aunque su función concreta en la señalización de PPARg 
no ha sido aún caracterizada. 
A pesar de que los ligandos endógenos de PPARg no están todavía firmemente establecidos, existen 
moléculas sintéticas llamadas tiazolidinedionas (TZD) con potente actividad agonista de PPARg. Estos 
compuestos se emplean como fármacos antidiabéticos, ya que actúan incrementando la sensibilidad 
celular a la insulina y disminuyendo los niveles de glucosa y ácidos grasos libres en sangre. Las TZD se 
unen directamente a PPARg y aumentan la actividad transcripcional del heterodímero PPARg-RXR 
(Harris and Kletzien, 1994). En este grupo son de resaltar, por su importancia y potencia, la 
pioglitazona y la rosiglitazona.   
PPARg constituye el factor de transcripción clave del proceso adipogénico, de tal manera que sin él 
no puede darse la formación de adipocitos maduros (Cristancho and Lazar, 2011). Es el responsable 
del desencadenamiento de la cadena de señalización que dirige la adipogénesis y el activador de 
gran parte de los genes implicados en este proceso. Su mecanismo de acción se encuentra detallado 
en el apartado 1.4.5. 
Aunque los primeros estudios sobre PPARg se centraban únicamente en su función en el tejido 
adiposo, investigaciones posteriores revelaron su implicación en la regulación de la expresión génica 
de células mieloides. La expresión de PPARg se induce durante la diferenciación de monocitos a 
macrófagos (Ricote et al., 1998; Tontonoz et al., 1998) y a células dendríticas (Gosset et al., 2001; 





Figura 4: Estructura de 
PPARg-1 y PPARg-2. PPARg-2 
presenta 30 aminoácidos 
adicionales en el extremo N-
terminal. Ambas isoformas  
poseen cuatro dominios 





1.4.2-Familia de proteínas C/EBP  
C/EBP (CCAAT/Enhancer Binding Protein) es una familia de seis factores de transcripción (α, β, γ, δ, ε 
y ζ) que contienen un dominio en su región C-terminal altamente conservado con estructura de 
cremallera de leucinas. Estos factores reconocen el motivo CCAAT de los promotores de los genes 
que modulan. Forman homo y heterodímeros con miembros de la misma familia o con otros 
factores de transcripción, ya que la dimerización es un requisito para que puedan unirse 
específicamente al ADN. Su principal sitio de expresión es el TA, donde tres de los miembros de esta 
familia participan en la regulación de la adipogénesis en sus primeras fases. C/EBPα es activado y a la 
vez activador de la expresión de PPARg e interviene en la diferenciación terminal del adipocito (Tang 
et al., 2004). C/EBPβ y δ se expresan inmediatamente tras las primeras señales adipogénicas (Tang 
and Lane, 1999). La expresión ectópica de C/EBPβ, pero no la de C/EBP δ, resulta ser suficiente para 
que se induzca la diferenciación de los adipocitos in vitro (Tang and Lane, 1999; Wu et al., 1996; Wu 
et al., 1995). C/EBPβ es inducido por CREB (cAMP Response Element Binding Protein) en respuesta a 
cambios en los niveles de AMP cíclico (AMPc) (Zhang et al., 2004b) y C/EBP δ es activado por los 
glucocorticoides (Cao et al., 1991). Sin embargo, hay aspectos sobre la diferente función de esas 
proteínas en el TAB respecto al TAM que aún se desconocen. Así, ha sido descrito que los ratones 
deficientes en C/EBPα pierden muchos de sus depósitos de TAB, mientras que su TAM no presenta 
ninguna alteración (Linhart et al., 2001). Por otra parte, los ratones deficientes en C/EBPβ o δ 
poseen TAB idéntico al de los animales control, pero su TAM está claramente disminuido, así como 
la expresión de UCP-1 (Tanaka et al., 1997). 
Al igual que sucedía con PPARg, estos factores no actúan exclusivamente en adipocitos, participando 
también  en la regulación de las células mieloides: la expresión de C/EBPα es alta en los progenitores 
mieloides tempranos y disminuye a lo largo de la diferenciación granulocítica, mientras que los 
niveles de C/EBPβ aumentan en la diferenciación de macrófagos (Natsuka et al., 1992; Scott et al., 
1992). También existe expresión de esta familia de factores de transcripción en otros tipos celulares, 
como los hepatocitos, células del epitelio mamario, queratinocitos, células luteínicas del ovario, 
neuronas y células epiteliales del intestino (Cortes-Canteli et al., 2002; Chandrasekaran and Gordon, 
1993; Lekstrom-Himes and Xanthopoulos, 1998; Robinson et al., 1998; Seagroves et al., 1998; 








aP2 (adipocyte Protein 2, también llamado FABP4) es una proteína transportadora de ácidos grasos 
que se expresa en adipocitos y macrófagos. (Baxa et al., 1989). Su expresión se induce  durante la 
adipogénesis por lo que es usado frecuentemente como un marcador adipogénico (Bernlohr et al., 
1985). PPARg y sus agonistas incrementan su expresión, así como los miembros de la familia C/EBP, 
que tienen un sitio de unión en el promotor de este gen (Cabre et al., 2007; Christy et al., 1989). Los 
niveles de esta proteína son mayores en la grasa subcutánea que en la visceral y su misión es facilitar 
el paso de los ácidos grasos y otras móleculas lipofílicas, como eicosanoides y retinoides, a través de 
las membranas extra e intracelulares (Chmurzynska, 2006; Smathers and Petersen, 2011; Weisiger, 
2002). Varios estudios la relacionan con el desarrollo de la resistencia a la insulina y la 
hipertrigliceridemia y, además, se ha descrito que su silenciamiento conduce a un incremento en la 
secreción de insulina inducida por glucosa y una disminución de la inducida por la lipolisis (Baar et 




Otros factores de transcripción que regulan la adipogénesis son los KLF (Krüppel Like Factors) y 
pertenecen a la familia de proteínas con dedos de zinc de tipo C2H2. KLF2 se une al promotor de 
PPARg-2 reprimiendo su activación transcripcional, inhibiendo de esa forma la adipogénesis (Rosen 
and MacDougald, 2006). Pero al inducirse el proceso adipogénico, C/EBPβ provoca la expresión de 
otra proteína de esta familia, KLF5, la cual desplaza a KLF2 del promotor de PPARg-2, permitiendo así 
la expresión de este último. En la diferenciación terminal, disminuyen los niveles de KLF5 pero 
aumentan los de KLF15, que también interacciona con PPARg favoreciendo su expresión, junto con 
la de otros genes propios de adipocitos maduros como GLUT4 (Oishi et al., 2005). También KLF4 
colabora en este proceso promoviendo la expresión de C/EBPβ (Birsoy et al., 2008; Chen et al., 
2005). 
 
1.4.5-Mecanismo molecular de la adipogénesis 
 
PPARg es el principal regulador de la adipogénesis. Su expresión es absolutamente necesaria para 
que se dé este proceso de diferenciación, en el que dirige una cascada de activación transcripcional 
que involucra a los factores anteriormente detallados. Gracias a rigurosos estudios celulares (Rosen 




mecanismo de la adipogénesis en el que los estímulos pro-adipogénicos inducirían la expresión de 
C/EBPβ y C/EBPδ. A continuación, esas proteínas se unirían directamente al promotor de PPARg (Wu 
et al., 1996; Wu et al., 1995) activando su expresión. Por su parte, PPARg estimularía la expresión de 
genes implicados en la adipogénesis y la lipogénesis como son: aP2, CD36, LPL, PEPCK, Aquaporina 7, 
GLUT4, PGAR, GlyK o Perilipina. Esta activación de PPARg produce, adicionalmente, la activación de 
C/EBPα. A su vez, C/EBPα es capaz de unirse a un sitio en el promotor de PPARg generando así un 
bucle estable de retroactivación (Figura 5b). PPARg es suficiente y necesario para que se dé la 
diferenciación adipogénica: en ausencia de C/EBPα, la expresión de PPARg es suficiente para que se 
produzca correctamente la diferenciación, pero, en ausencia de PPARg, C/EBPα no es capaz de 
desencadenar este proceso (Rajala et al., 2004). Sin embargo,  las células sin expresión de C/EBPα 
presentan menor sensibilidad a la insulina, lo que indica que ese factor es necesario para que el 
programa adipogénico se desarrolle por completo. Aunque el proceso de señalización de PPARg se 
ha estudiado de forma más extensa en el TAB, su expresión se induce también en el TAM 
embrionario y adulto,  y es muy importante para su desarrollo y función (Sears et al., 1996). PPARg 
induce la diferenciación terminal de los preadipocitos marrones y estimula la expresión de la 
proteína UCP-1. Es interesante resaltar que en este tejido la regulación de UCP-1 por PPARg requiere 
de PGC-1α, gen expresado selectivamente en el TAM frente al TAB (Puigserver et al., 1998). 
 
1.5 Sistemas modelo de adipogénesis in-vitro 
La adipogénesis es un proceso fisiológico que ha sido reproducido in-vitro  en diversos estudios con 
el objetivo de profundizar en el conocimiento de sus bases moleculares y celulares. A finales de la 
década de los 70 se describió por primera vez la diferenciación adipogénica químicamente inducida 
de la línea celular de preadipocitos murinos 3T3-L1 (Mackall et al., 1976). Tras 1 ó 2 semanas en 
confluencia estas células presentaban la capacidad de adquirir la morfología característica de los 
adipocitos. Esto iba acompañado de un incremento en la síntesis y acumulación de grasa 
citoplasmática. A día 3, después de alcanzar la confluencia, ya se detectaban las primeras 
deposiciones de TG y entre los días 7 y 14 ya podía observarse tinción de la grasa al utilizar el 
colorante lipofílico Oil-Red-O (ORO). También fueron medidos los niveles de proteína total, que 
aumentan al doble de los iniciales, y el tamaño celular, que sufre un incremento significativo debido 
a la acumulación intracelular de TG.  
El proceso de diferenciación por el que los preadipocitos maduran in-vitro a adipocitos consta de 
varias etapas: en primer lugar debe alcanzarse la confluencia celular, lo que produce una parada del 
ciclo de las células en cultivo inducida por la inhibición por contacto (Green and Meuth, 1974; Kuri-




Figura 5: Diferenciación de preadipocitos a adipocitos. A) Esquema de la transición de preadipocito a 
adipocito maduro in-vitro indicándose los diferentes estadios. B) Modelo secuencial del control 
transcripcional durante la adipogénesis. Adaptado de Esteve Rafols M. Tejido Adiposo: heterogeneidad 
celular y diversidad funcional. Endocrinología y Nutrición, 2013. 
mismo una señal para dirigir la diferenciación de los preadipocitos y MSC hacia adipocitos, mientras 
que al contrario, la baja confluencia, favorece la diferenciación hacia osteocitos (Grigoriadis et al., 
1988). 
La aparición de los estímulos pro-adipogénicos (que in vitro es debida a los componentes específicos 
añadidos al medio de cultivo) conduce a la re-entrada de las células de forma sincronizada al ciclo 
celular. De esta manera, experimentan 2 rondas adicionales de mitosis en un proceso conocido 
como expansión mitótica clonal (Rosen et al., 2000). En esta etapa de diferenciación temprana se 
induce la expresión de C/EBPβ y δ (Cao et al., 1991) y, posteriormente, la de PPARg y C/EBPα. En la 
diferenciación terminal se mantiene la expresión de PPARg y C/EBPα y se activa la del conjunto de 
genes que intervienen en el programa adipogénico celular. Esto va acompañado de la acumulación 
de grasa en el interior celular y un cambio de morfología hacia una conformación más globular 
(Lefterova et al., 2008)(Figura 5). 
La adipogénesis humana también puede recapitularse in vitro a partir de MSC o preadipocitos 
aislados añadiendo al medio de cultivo un cóctel de factores adipogénicos exógenos.  
En los últimos años se ha hecho un gran esfuerzo en identificar nuevos tejidos de los que sea posible 
el aislamiento de MSC, por su potencial uso terapéutico en reparación tisular. De esta forma, existen 
evidencias de la existencia de una pequeña subpoblación celular entre los fibroblastos dérmicos con 
características y propiedades similares a las MSC (Sorrell et al., 2007). Wagner y cols. analizaron esta 
población y, aunque presentaba una expresión de marcadores semejante a las MSC, carecía de 




marcador CD105, mientras que las MSC precursoras de los adipocitos expresan niveles altos de 
CD105. En otros estudios (Lysy et al., 2007) se identificó esa población de células CD105+, pero en 
este caso sí tenían capacidad de diferenciar a adipocitos, aunque solo cuando se trataba de células 
jóvenes (con menos de 3 pases). Por su parte, Bader y cols. describieron detalladamente diferentes 
características de esta subpoblación celular (Lorenz et al., 2008) y asignaron un perfil concreto de 
marcadores de superficie a esos precursores. Además, tenía capacidad de diferenciar a los linajes 
adipogénico y osteogénico en presencia de los medios de cultivo adecuados, usando células con 
pase inferior a 6. Más recientemente, se han aislado diferentes subpoblaciones de células dérmicas 
en función de los marcadores de MSC que expresan y  se ha descrito la capacidad de diferenciación 
de cada una de ellas (Vaculik et al., 2011), observándose que algunos de estos marcadores se 
expresan siempre conjuntamente. Estos datos también sugieren que el procedimiento de 
aislamiento y las condiciones de cultivo afectan de forma muy importante al potencial de 
diferenciación de las poblaciones precursoras minoritarias obtenidas. A pesar de las discrepancias en 
cuanto a la heterogeneidad morfológica y funcional presente en la población de fibroblastos 
dérmicos (Goldring et al., 1990; Sorrell et al., 2007, 2008); es evidente que la subpoblación con 
potencial de diferenciación adipogénico constituye un pequeñísimo porcentaje del total de células 
dérmicas presentes en la piel. 
2. ENFERMEDADES DEL TEJIDO ADIPOSO 
 
Existen diversas enfermedades que afectan al tejido adiposo, las cuales se clasifican en los siguientes 
grupos: 
2.1 Lipomas 
Los lipomas son tumores benignos del tejido adiposo que pueden desarrollarse en todas las regiones 
grasas del organismo aunque se dan con más frecuencia en el TA  subcutáneo. Desde el punto de 
vista macroscópico, los lipomas son masas de TA bien delimitadas, rodeadas de una fina cápsula 
fibrosa. Microscópicamente, se organizan en grupos de adipocitos maduros, univacuolados, con 
núcleos excéntricos y separados por finos tabiques de tejido conjuntivo (Inampudi et al., 2004; 
Pedeutour and Foa, 2002). Del 20 al 50% de los lipomas no presentan anomalías cromosómicas. Los 
demás presentan defectos genéticos que implican, en su mayoría, al gen HMGIC (High Mobility 
Group Isoform C) (Pedeutour and Foa, 2002). En cuanto a su tratamiento, se realiza su exéresis 






Es una enfermedad que se caracteriza por la presencia de múltiples lipomas distribuidos por todo el 
cuerpo, especialmente en el tronco y las extremidades (Keskin et al., 2002). Existen lipomatosis 
hereditarias, que son consideradas enfermedades raras de transmisión autosómica dominante, en 
las que los pacientes no sufren alteración del metabolismo lipídico y presentan lipomas 
encapsulados (Toy, 2003); y  adquiridas, en las que las masas adiposas no están encapsuladas y son 
de etiología desconocida. Hay un tercer grupo de esta enfermedad, las lipomatosis iatrogénicas, que 
aparecen en pacientes tratados con quimioterapia, radioterapia o corticoides (Cronin t al., 2010). 
2.3 Lipodistrofias 
Bajo el término de lipodistrofia (LD) se engloban una amplia variedad de trastornos genéticos y 
adquiridos, todos ellos caracterizados por una pérdida selectiva de la grasa corporal, aunque la 
proporción de  grasa varía mucho de unos casos a otros. La pérdida de tejido adiposo en cantidades 
importantes se asocia con el desarrollo de resistencia a la insulina y las complicaciones que de ello se 
derivan: diabetes, dislipidemia, esteatosis hepática, acantosis nigricans, ovario poliquístico e 
hipertensión (Garg, 2000, 2004). Hasta que no fue descrito el mecanismo de señalización de la 
insulina no se comprendía el porqué de esta asociación. 
Los tres grandes tipos de LD son los siguientes: 
- Lipodistrofia Congénita Generalizada (LCG) o síndrome de Berardinelli-Seip, que se 
caracteriza por una ausencia total de la grasa corporal y se observa desde el nacimiento del 
niño. 
- Lipodistrofia Familiar Parcial (LFP), en la cual la pérdida de grasa se da solo en zonas 
concretas y aparece más tarde, durante la infancia o la pubertad. Estas variedades de LD, a 
diferencia de las LCGs, suelen ir acompañadas de retraso mental y cardiomiopatías (Agarwal 
et al., 2003; Magre et al., 2001; Seip and Trygstad, 1996). 
- Por último, existen formas adquiridas (no genéticas) de LD, aunque son muy poco 
frecuentes. Dentro de éstas, destaca la asociada a la terapia anti-retroviral en pacientes de 
VIH. La sufren un 40% de estos pacientes y se caracteriza por una pérdida severa de la grasa 
subcutánea, acumulación de grasa visceral y acumulaciones de grasa exageradas en la 





La LCG es una enfermedad altamente infrecuente y de complejo diagnóstico, por lo que es difícil 
establecer una frecuencia exacta de personas afectadas. Este trabajo se centra en el estudio de la 
LCG, cuya prevalencia estimada es de 1:10.000.000 (Garg, 2004). 
2.3.1-Lipoatrofias 
El término lipoatrofia define la pérdida de tejido adiposo subcutáneo secundario a un proceso 
inflamatorio de la hipodermis. La diferencia con las lipodistrofias es que en estas últimas no hay 
proceso inflamatorio previo (Keskin et al., 2002). 
3. LIPODISTROFIA CONGÉNITA GENERALIZADA 
3.1 Características 
La LCG es una enfermedad autosómica recesiva en la que desde el nacimiento se puede reconocer la 
ausencia total de grasa y un aspecto demasiado musculado en los recién nacidos que se debe a un 
excesivo desarrollo muscular. Los niños crecen muy rápido y desarrollan un apetito desmesurado. 
Presentan rasgos acromegálicos en manos, pies y mandíbula y también hepatomegalia; además de 
acantosis nigricans, que se manifiesta como parches oscuros de piel engrosada y aterciopelada en 
áreas como el cuello, las rodillas o las axilas. En el caso de las mujeres hay complicaciones 
adicionales como el hirsutismo, oligomenorrea y ovario poliquístico (Agarwal et al., 2003; Seip and 
Trygstad, 1996; Van Maldergem et al., 2002). Al no disponer de tejido adiposo, la grasa ingerida por 
estos pacientes con la dieta permanece en el torrente sanguíneo generando hipertrigliceridemia y 
puede depositarse en órganos como el corazón o el hígado, donde provoca esteatosis hepática y/o 
cirrosis. La persistencia de triglicéridos en sangre puede contribuir también al desarrollo de 
aterosclerosis.  La LD se caracteriza  también por los bajos niveles plasmáticos de  leptina y 
adiponectina (Haque et al., 2002), los cuales son debidos a la ausencia de TA, que es el órgano 
responsable de la síntesis y secreción de estas adipoquinas. Esto conduce al desarrollo de una 
marcada resistencia a la insulina,  diabetes de tipo II y problemas metabólicos asociados.  
3.2 Genes implicados en la LCG 
Existen varios tipos de LCG, con algunas características clínicas diferenciales que dependen del gen 
alterado: tipo 1 (gen AGPAT2 o BSCL1), tipo 2 (gen BSCL2), tipo 3 (gen CAV1) y tipo 4 (gen PTRF1). A 
continuación se detallan las características más importantes de los dos primeros, que son los que 






Las 1-acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasas (AGPATs) son enzimas que catalizan la esterificación de 
un ácido graso al ácido lisofosfatídico para generar  ácido fosfatídico, que es esencial tanto para la 
síntesis de los triglicéridos como para la de los fosfolípidos (Agarwal et al., 2004). Existen 11 
isoformas de AGPAT, siendo la 2 específica de los adipocitos y la 1 de expresión ubicua. Todas se 
localizan en el retículo endoplásmico, lugar en el que se inicia la formación de las vesículas lipídicas 
(Chen et al., 2008b; Leung, 2001). 
AGPAT2 juega un papel importante en la adipogénesis, entendida ésta no sólo como la síntesis de 
triglicéridos sino como todos los eventos moleculares  y celulares que culminan en la formación de 
grasa, de manera que si su actividad está disminuida  o es nula, la adipogénesis se ve gravemente 
afectada. En primer lugar, al no funcionar correctamente esta enzima, se acumula el sustrato de la 
reacción, el ácido lisofosfatídico, el cual participa en la proliferación de los preadipocitos, de manera 
que ésta no se desarrolla correctamente (Hla et al., 2001; Pages et al., 2001). Por otra parte, 
disminuyen las concentraciones y, por tanto, la biodisponibilidad del ácido fosfatídico en la célula, 
que juega un papel crucial en algunas vías de señalización celular (Fang et al., 2001). Adicionalmente, 
al no haber actividad AGPAT2, se inhibe tanto la síntesis como el almacenaje de los triglicéridos, lo 
que genera adipocitos afuncionales sin grasa en su interior y un aumento de la concentración de los 
triglicéridos en sangre respectivamente (Agarwal et al., 2004). 
Evidencias recientes entre las que se encuentran los hallazgos de este trabajo de tesis doctoral 
sugieren que, además de su papel en la síntesis de triglicéridos y fosfolípidos, AGPAT2  podría ser un 
regulador directo de la adipogénesis por mecanismos aún no bien caracterizados. 
• BSCL2: 
El gen BSCL2 (Berardinelli-Seip Congenital Lipodystrophy 2) codifica para la seipina, una proteína de 
398 aminoácidos que se encuentra en la membrana del retículo endoplásmico (Agarwal and Garg, 
2004; Lundin et al., 2006; Windpassinger et al., 2004). Se desconoce su función exacta, aunque 
existen evidencias experimentales  que indican que podría ser la responsable de la fusión de las 
pequeñas gotas de grasa que dan lugar a las vesículas de mayor tamaño que contienen los 
adipocitos (Garg and Agarwal, 2009), entre otras posibles funciones. Este gen se expresa 






3.3. Implicación de los genes causantes de lipodistrofia en el mecanismo de la adipogénesis  
Muchos de los genes mencionados anteriormente (AGPAT2, BSCL2, CAV1) juegan, a distintos niveles, 
un papel crucial en la producción de las gotas lipídicas que dan lugar, por fusión, a la vesícula que 
ocupa gran parte del citoplasma del adipocito blanco. La estructura de estas vesículas lipídicas 
consiste en un núcleo central de lípidos hidrofóbicos neutros, como ésteres de colesterol y 
triglicéridos, rodeados de una envuelta anfipática de fosfolípidos, especialmente fosfatidilcolina y 
fosfatidiletanolamina, y proteínas. Desde el punto de vista funcional, las vesículas lipídicas han sido 
siempre consideradas como partículas estáticas de grasa, sin embargo, estudios recientes  han 
podido demostrar que son orgánulos dinámicos, con una compleja regulación (Thompson et al., 
2010). Estas gotas son características de los adipocitos, pero se encuentran también en otros tipos 
celulares, proporcionándoles la capacidad de almacenar energía en un espacio hidrofóbico,  
evitándose así la toxicidad lipídica. La formación de la vesícula se inicia en el retículo endoplásmico, 
que es el lugar donde se localiza la enzima agpat2, que permitirá la síntesis de los triglicéridos que 
formarán el centro de la gota (Figura 6). Bscl2 o seipina se sitúa en la membrana endoplasmática, y 
se ha sugerido como un homo-oligómero de simetría radial que podría favorecer la fusión de las 
vesículas pequeñas, organizándolas previamente a su alrededor a modo de collar. Al igual que Bscl2, 
también se encuentran en la membrana del retículo endoplásmico las proteínas perilipina1 y CIDEC, 
que se encargan del almacenaje e hidrólisis de los triglicéridos, y de la regulación del tamaño de la 
gota respectivamente (Binns et al., 2010). Simultáneamente, a nivel de la superficie celular, se 
forman caveolas por invaginación de la membrana plasmática, formadas por colesterol, 
glucoesfingolípidos y la enzima caveolina 1 (codificada por el gen CAV1). Las caveolas se fusionan 
con las gotas de grasa, quedando éstas en su interior. Caveolina 1 está implicada en la diferenciación 
adipogénica y en el transporte de lípidos, y se trasloca de la superficie de la caveola al interior de la 
vesícula lipídica en respuesta a un incremento de los ácidos grasos libres. La proteína PTRF, también 
conocida como Cavina, regula la expresión de Caveolina 1. Según lo descrito por Fujimoto y Ohsaki 
(Fujimoto and Ohsaki, 2006), la formación de las vesículas es dependiente de la estructura de los 
ácidos grasos: los ácidos grasos insaturados, pero no los saturados, promoverían la síntesis de 
nuevas gotas lipídicas y/o el aumento de tamaño de las ya existentes. Los niveles altos de ácidos 
grasos saturados, como el palmitato, producen estrés oxidativo en los preadipocitos  activándose la 
apoptosis (Guo et al., 2007). Si alguna de estas enzimas, implicadas en la síntesis de las vesículas de 
grasa que forman el adipocito maduro, no funciona correctamente se produce una alteración en la 





3.4 Tratamiento de la lipodistrofia 
Debido a la gran heterogeneidad que caracteriza a la LD, cada caso requiere un seguimiento 
individual y la eficacia de un mismo tratamiento puede variar mucho según el tipo de LD y las 
características particulares del paciente. El tratamiento va dirigido a paliar los trastornos 
metabólicos que acompañan a esta enfermedad, aunque no existe una terapia que consiga 










Tradicionalmente, la principal pauta para los pacientes con LD ha sido un estricto control de la dieta, 
de manera que ésta no tenga un alto contenido en grasa para evitar que se mantenga circulando en 
sangre y se deposite en arterias, hígado u otros órganos. Se recomienda que menos de un 30% de las 
calorías diarias provengan de las grasas (Krauss et al., 2000). Otro aspecto importante es la 
realización de ejercicio físico aeróbico y de resistencia, que produce el incremento de los niveles de 
las lipoproteínas de alta densidad HDL (Jones et al., 2001), además de hacer más efectiva la terapia 
farmacológica (Driscoll et al., 2004). La terapia con fármacos va dirigida fundamentalmente a 
controlar la diabetes de estos pacientes, y para ello se usa comúnmente  Metformina, un compuesto 
que aumenta la sensibilidad a la insulina y con pocos efectos secundarios. Asimismo, fármacos de la 
familia de las TZDs, como la Pioglitazona o la Rosiglitazona, también son usados para tratar la 
diabetes. Su mecanismo de acción consiste en unirse y activar a PPARg, para promover la activación 
de la adipogénesis (Anghel et al., 2007). Tanto la Pioglitazona como la Rosiglitazona disminuyen la 
resistencia a la insulina y consiguen disminuir la concentración de glucosa en sangre (Ludtke et al., 
2005; Schindler et al., 2009). El problema de las TZDs es que tienen efectos adversos, pudiendo 
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generar hepatotoxicidad,  pérdida de tejido óseo, problemas cardiovasculares y edema (Lago et al., 
2007; Nissen and Wolski, 2007; Yaturu et al., 2007), por lo que su uso se ha restringido mucho en los 
últimos años. En cuanto al tratamiento para la dislipidemia derivada de la LD, se usan fármacos que 
son agonistas de PPARα, llamados fibratos. En algunos pacientes lipodistróficos, las  estatinas a bajas 
dosis pueden ayudar a reducir los niveles de colesterol no-HDL, previniéndose el desarrollo de 
aterosclerosis Web de la Sociedad Española de Lipodistrofias 
(https://sites.google.com/site/lipodystrophy/home).  
3.4.1 Tratamiento de las LD con leptina 
Como se comentó en el apartado 3.1, la ausencia de grasa corporal en los pacientes con LCG tiene 
como consecuencia la falta de leptina. En 1999, se demostró en un modelo de LD en ratón que la 
leptina revertía el síndrome metabólico en estos animales (Shimomura et al., 1999). A partir de estos 
estudios se desarrollaron protocolos destinados a pacientes con LCG, que se encuentran aún en fase 
de ensayo clínico, y que consisten en el suministro diario de leptina recombinante humana 
(metreleptina) por vía subcutánea. Actualmente, este tratamiento está financiado por los Institutos 
Nacionales de  Salud (NIH) de los Estados Unidos de América. En España, el centro de referencia para 
la dispensación de la leptina recombinante humana es el Complexo Hospitalario Universitario de 
Santiago de Compostela. La administración subcutánea de leptina tiene efectos beneficiosos en los 










la hipertrigliceridemia, haciendo menos necesario el uso de la insulina y los hipoglucemiantes orales 
(Beltrand et al., 2007). Por otro lado, la leptina  reduce también la proteinura y normaliza las 




anomalías menstruales, los niveles de estradiol y de hormona luteinizante en mujeres con ovario 
poliquístico (Musso et al., 2005; Oral et al., 2002). En muy raros casos se han observado efectos 
secundarios en este tratamiento, que consisten en el desarrollo de resistencia a la leptina, 
nefropatía diabética y linfomas de células T (Oral and Chan, 2010; Savage and O'Rahilly, 2010). 
3.4.2 Terapia génica 
Al tratarse de una enfermedad de origen genético, se pueden contemplar otras estrategias,  como la 
terapia génica, para la corrección de la LCG. Ésta técnica experimental va dirigida a modificar la 
dotación genética de las células de un organismo mediante la introducción de un gen que sustituirá 
a otro que es defectuoso en su función, revirtiendo así el trastorno biológico que esto provoca. 
Según la estrategia empleada, la terapia génica puede clasificase en:  
• Terapia génica in vivo: aquella en la que el material genético se introduce directamente en 
las células del organismo, sin extraerlas ni manipularlas previamente  in vitro. 
• Terapia génica ex vivo: comprende aquellos protocolos en los que las células a tratar deben 
ser extraídas del paciente, aisladas, crecidas en cultivo y sometidas al proceso de 
transferencia in vitro. Tras la selección de las células que han sido corregidas, éstas han de 
ser amplificadas e introducidas de nuevo al paciente (Novelli and Gruenert, 2002). 
Entre los métodos de transferencia génica más utilizados y eficaces se encuentran los vectores 
retrovirales y lentivirales. Estos vectores tienen la ventaja, respecto a otros, de permitir la expresión 
permanente del gen terapéutico por integrarse de forma estable en el genoma celular. Tanto en los 
vectores retrovirales como en los lentivirales, los genes codificantes del virus se sustituyen por el 
transgén de elección  y los genes de empaquetamiento del vector son aportados en trans, lo que los 
convierte en sistemas bioseguros, ya que no pueden generar partículas víricas por sí mismos. Una 
descripción más detallada de los aspectos relacionados con los vectores de transferencia génica 
queda fuera del alcance de esta tesis. 
En 2001, nuestro laboratorio abordó de forma experimental la reposición de leptina en ratones 
ob/ob (Larcher et al., 2001) como modelo de hipoleptinemia. Esto se llevó a cabo mediante el 
trasplante de equivalentes cutáneos portadores de  queratinocitos transgénicos, capaces de 
sintetizar leptina y corregir así el trastorno metabólico que sufrían esos animales. En esta tesis 
doctoral nos planteamos la generación de grasa funcional productora de leptina, partiendo de 
fibroblastos dérmicos de pacientes con LCG, para poder solucionar, entre otros problemas, el déficit 
de esa adipoquina que caracteriza a esta enfermedad. En nuestro abordaje, basado en terapia 




pacientes lipodistróficos mediante la expresión de un gen que no es el que aparece mutado en la 
LCG, pero cuya expresión resulta suficiente para lograr la generación de tejido adiposo funcional del 












































El objetivo general de esta tesis doctoral es desarrollar un protocolo de terapia génica y celular que 
pueda ser aplicado en el tratamiento de la Lipodistrofia Congénita Generalizada y que permita la 
reposición de las adipoquinas sintetizadas fisiológicamente por el tejido adiposo. 
Para ello, se plantearon los siguientes objetivos específicos: 
1. Establecer una metodología experimental  eficaz y reproducible que permita  la 
reprogramación y diferenciación adipogénica de fibroblastos dérmicos humanos. 
2. Analizar el potencial adipogénico de los fibroblastos de paciente de LCG  al ser modificados 
genéticamente. 
3. Realizar una caracterización funcional de los adipocitos generados a partir de células de 
donantes sanos y de paciente de LCG y determinar su capacidad para experimentar una 
diferenciación terminal. 
4. Estudiar el perfil lipidómico de los adipocitos obtenidos mediante reprogramación y 
diferenciación inducida 
5. Evaluar  la estabilidad (o persistencia) y posible toxicidad de las células modificadas 







































MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1. Cultivos celulares   
Todos los cultivos celulares que se describen a continuación se mantuvieron a 37oC en una 
atmósfera saturada de humedad compuesta por un 95% de aire y un 5% de CO2 (incubador de CO2, 
NAPCO, Thermo Scientific). El medio de cultivo fue reemplazado cada dos o tres días en función de la 
actividad metabólica celular. 
Para proceder al subcultivo celular, la capa de células se lavó con PBS y las células se liberaron de la 
superficie de crecimiento por tripsinización con una disolución de tripsina/EDTA (0,25 % en PBS, 
Sigma).  
 Para su preservación, las células se congelaron en nitrógeno líquido. Para ello, cultivos en fase 
exponencial de crecimiento se tripsinizaron y se resuspendieron en suero fetal bovino 
(BioWhittaker)  al que  se le añade dimetilsulfóxido (DMSO, Merck) al 10% (v/v) como agente 
criopreservante. 
Todo el trabajo experimental llevado a cabo con células se realizó en condiciones estériles, en cabina de 
flujo laminar de bioseguridad de nivel II. 
1.1 Cultivo de fibroblastos humanos 
Los fibroblastos humanos fueron obtenidos, previa firma de un consentimiento informado, a partir 
de biopsias de piel de pacientes con LCG tipo 1 y tipo 2. La piel se troceó de manera mecánica y se 
sometió a digestión enzimática con tripsina durante 20 minutos, a 37oC en agitación. Se retiró el 
sobrenadante, se añadió de nuevo tripsina y se realizó otro ciclo de digestión. El sobrenadante 
obtenido se juntó con el anterior y se centrifugó durante 7 minutos a 1000rpm. Para obtener los 
fibroblastos primarios, se retira primero el sedimento resultante de la centrifugación, que constituye 
la fracción de queratinocitos de la epidermis. Una vez extraídos los queratinocitos, la dermis se 
incuba 24 horas en colagenasa A (0,25% en PBS, Sigma). Después se recoge el sobrenadante, se 
centrifuga y el sedimento celular se siembra sobre una superficie de plástico. 
El medio de siembra de los fibroblastos primarios es Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM, 
Gibco-BRL) suplementado con un 10% de suero fetal bovino, y primocin (100µg/ml; InvivoGen) 
 




1.2 Cultivo de células mesenquimales humanas 
Este procedimiento se realizó en colaboración con el Dr. Mariano García Arranz de la Unidad de 
Terapia Celular del Hospital Universitario La Paz. Las células mesenquimales de tejido adiposo se 
adquirieron ya extraídas procedentes de lipoaspirados de donantes sanos. Para el aislamiento de las 
células se siguió un tratamiento de colagenasa estándar; se centrifugó y se sembró el sedimento 
celular en frascos de plástico para cultivo. Se establecieron y caracterizaron los cultivos primarios de 
estas células según los criterios que marca la ISCT (International Society for Cell Therapy). En todos 
los experimentos se utilizaron células por debajo de un pase 10.  
2. Diferenciación adipogénica de fibroblastos dérmicos humanos y tinción Oil Red O 
Los fibroblastos que iban a ser diferenciados se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 
1x105 células/ pocillo en el medio de cultivo detallado en el apartado 1.1. Se fue cambiando el medio 
cada 2-3 días hasta que las células llegaron a confluencia. Tras 3 días de confluencia, se procedió a la 
diferenciación adipogénica. Se probaron diferentes medios de cultivo, que variaban en los factores 
inductores de la adipogénesis y en su concentración. A continuación se describen las principales 
combinaciones testadas. Todas ellas tienen como base medio de cultivo de fibroblastos. 
Tabla 1 
El medio de cultivo que conseguía una mayor eficiencia de diferenciación y el que se eligió para 
llevar a cabo el resto de los experimentos que se describen en esta tesis fue el medio 5. Éste se 
renovaba cada 2 días y se mantuvo durante 20 días en el caso de células mesenquimales y 
fibroblastos sin sobre-expresión de PPARg, y 10 días en fibroblastos con sobre-expresión del mismo. 
Los controles negativos fueron fibroblastos primarios cultivados el mismo número de días en 
presencia de medio de diferenciación completo. Para el análisis de la eficiencia de la diferenciación 
se llevó a cabo tinción de las células con el colorante Oil-Red O (ORO) (Sigma). Para ello, se fijaron 
previamente las células con paraformaldehído al 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente. A 
continuación, se lavaron los pocillos con PBS y con isopropanol al 60%. Se incubó en la solución de 
tinción ORO (0,3% en isopropanol: agua  3:2) durante 5 minutos en agitación suave y, por último,  se 





















1 √ √ √  √    
2 √ √ √ √     
3 √ √ √   √  √ 
4 √ √ √   √ √  
5 √ √ √   √   




Olympus IX70 y se fotografiaron utilizando el software Optika View 2. El protocolo para la tinción con 
ORO de muestras histológicas es el mismo que el descrito para células. Adicionalmente, se pueden 
teñir tras el último paso con hematoxilina y eosina. 
3. Producción de sobrenadantes virales 
Los sobrenadantes retrovirales se generaron mediante cotransfección transitoria de tres plásmidos 
en la línea celular 293-T: dos plásmidos empaquetadores, uno portando  los genes gag-pol y otro 
portador del gen env que codifica para la envuelta anfotrópica 4070 y, finalmente, un plásmido  
(VGIP-GFP o VGIP-PPARg) con el esqueleto retroviral conteniendo el transgén. Estos vectores 
retrovirales son autoinactivantes. El protocolo utilizado es el siguiente: 
Día 0:     
Se sembraron 2x106 células 293-T en placas P-100  en medio DMEM suplementado con suero fetal 
bovino al 10%. Las células se dejaron crecer hasta un 50-60% de confluencia.  
Día 1: 
1. Antes de la transfección se cambió el medio a las células por 9ml de medio con cloroquina 25µM. 
Se incubaron a 37oC 1 hora. 
2. En el momento de la transfección se prepararon las mezclas con los ADNs de los tres plásmidos 
llevándolas a un volumen final de 500µl con CaCl2 0,25M. Sobre esa mezcla se añaden gota a gota  
500µl de HBS 2X (HEPES 100mM (Gibco-BRL); NaCl 281 mM; Na2HPO4 1,5mM; pH 7,13). De esta 
manera se obtienen precipitados de Ca2+-DNA en una solución salina de fosfatos. En esta situación 
precipitan formando  agregados que son endocitados/fagocitados por las células. 
3. La solución se añadió gota a gota sobre las células. Se movió la placa para distribuir el ADN. 
4. Las células se incubaron a 37oC durante 8 horas. A continuación, se retiró el medio y se añadieron 
10ml de medio fresco completo. 
Los sobrenadantes retrovirales se recogieron a 24 y 48 horas después de la transfección y se filtraron 








4. Transducción celular 
5x105 fibroblastos humanos dérmicos a una confluencia del 30% se incubaron con sobrenadantes 
retrovirales, generados con el vector retroviral VGIP-PPARg o VGIP-GFP. Estos vectores fueron 
amablemente cedidos por el Dr. Enrique Sáez (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA). La 
incubación se llevó a cabo durante 6-8 horas en presencia de polibreno (8µg/ml). Este proceso se 
realizó dos veces, en dos días consecutivos. Normalmente, se alcanzaron eficiencias de infección 
superiores al 90.  
5. Experimentos de silenciamiento de AGPAT2 en MSC 
Para este procedimiento se utilizaron  vectores lentivirales comerciales  de la colección shRNA 
Plasmid Panels de OriGene codificando ARNs de interferencia contra AGPAT2. Se siguieron los 
protocolos de producción de sobrenadantes virales y transducción celular detallados en los 
apartados 3 y 4. 
6. Detección de leptina en el  medio de cultivo celular 
Las muestras de medio de cultivo se tomaron tras 72 horas sin cambiar el mismo. Se centrifugaron 
durante 3 minutos a 1200rpm para descartar restos celulares y se conservaron a -80oC. Los niveles 
de leptina humana fueron determinados mediante ELISA  usando el kit “Quantikine human leptin 
immunoassay” (R&D Systems). Las muestras se analizaron en una dilución 1:10. Se siguieron las 
instrucciones especificadas en el manual 
7. Extracción de ácidos nucleicos (ADN genómico y ARN) 
7.1 ADN genómico 
Para la  extracción del ADN genómico se partió de 2X106 células. Éstas se lavaron con PBS y se 
centrifugaron durante 5 minutos a 2000rpm. Para la lisis  se resuspendieron las células en 700µl de 
tampón de lisis (Tris-HCl 20mM, pH 8; EDTA 5mM, NaCl 400mM, SDS 1%) al que se le añaden 10 µl 
de proteinasa K (20 µg/ µl)(Roche). A continuación, se incubaron a 55oC con agitación de 3 a 5 horas. 
Después, se añadió RNasa (5 µg/ µl)(Roche) durante 30 minutos a 25oC. El ADN se precipitó con un 
volumen de isopropanol (Scharlau) y centrifugación, y se lavó con etanol (Scharlau) al 75% seguido 
de centrifugación, para eliminar las sales residuales. El sedimento se dejó secar 10-15 minutos y se 
resuspendió en tampón TE (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM; pH 7,5). 
 
 





El ARN de las células se aisló con Trizol (Gibco-BRL) y un rastrillo con el que se facilitó el despegado 
de las células del frasco de cultivo. Se añadió  cloroformo (Merck) y, tras centrifugación de 15 
minutos a 13000rpm, se recogió la fase acuosa. Se precipitó el ARN con isopropanol (Scharlau) y se 
centrifugó a 13000rpm durante 10 minutos. El sedimento se lavó con etanol (Scahrlau) al 75% y se 
dejó secar al aire. Finalmente, se resuspendió en agua “Nuclease free”. El ARN obtenido se purificó 
usando el kit “Turbo DNA free” (Ambion) para la eliminación de posibles restos de ADN en las 
muestras. 
8. Amplificación de fragmentos de ADN por PCR para el análisis de las mutaciones de AGPAT2 
El diseño de cebadores se realizó de forma manual con la asistencia de la herramienta web Primer 3 
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). Este soporte informático permite 
seleccionar los cebadores idóneos teniendo en cuenta el porcentaje de guaninas y citosinas (GC) 
entre el 45 y 55%, la temperatura de fusión (Tm, del inglés Temperature melting) entre 52 y 65oC y el 
tamaño del cebador entre 18 y 21 pares de bases. Con la herramienta web Rex Primer 
(http://www4a.biotec.or.th/GI/tools/rexprimer) se comprobó la especificidad y no duplicidad en el 
genoma humano de cada uno de los oligonucleótidos diseñados. Se sintetizaron 1 ó 2 parejas de 
cebadores para  cada uno de los exones del gen AGPAT2. A continuación se detallan las parejas de 
oligonucleótidos utilizadas: 
 
            Tamaño banda (pb) 
5´-Exón 1: 5´-ACC TAG CCC TTC CCT GCC-3´   545 
3´-Exón 1: 5´-TGA CGC CGG CTC CTT GAC-3´ 
5´-Exón 2a: 5´-TCG GCT GCG GGA TCT GTG-3´  420  
3´- Exón 2a: 5´-CGC TGG AAG ACA GCT GCT G-3´  
5´-Exón 2b: 5´-CTC AGG GCC AGA CAC AGA G-3´        457 
3´-Exón 2b: 5´-CTG CGG AGC ATG GAT GAT G-3 
5´-Exón 3: 5´-CAT CCA TGC TCC GCA GGT G-3´     343 
3´-Exón 3: 5´-ACC TGC TGC CTT AAG CCA G-3´                   




5´-Exón 4: 5´-CAT GGC AGC AGC GAA GGC AG-3´ 330 
3´-Exón 4: 5´-CAC TCA TTC GGC CAC ATG GTC-3´                
5´- Exón 5: 5´-AGC AGG ACA CAT ATC CCA GG-3´  498 
3´-Exón 5: 5´-GGT CCA TCC GTG TGA AGT CT-3´               
5´-Exón 6: 5´-AGG AAG CCC CTT CTG TCA CT-3 547 
3´-Exón 6: 5´-AGC TGG GAA GAC ACA GCG T-3´    
Los reactivos usados para la reacción de PCR son los que se muestran a  continuación: 
Mezcla de reacción (Volumen final = 25 µl; Invitrogen): 
ADN 1 µl  
Tampón 10X 2,5 µl  
MgCl2 (50 mM) 0,75 µl  
dNTPs (10 mM) 0,5 µl  
Oligonucleótidos cebadores (10µM) 0,5 µl  
Enzima Taq polimerasa (5u/µl,) 0.25 µl  
H2O destilada 19 µl 
La amplificación de los fragmentos de ADN para el posterior genotipado de los exones se realizó 
mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polimerase chain 
reaction). Se diseñaron programas específicos para cada pareja de cebadores, cuya estructura 
general es la siguiente: 
5 minutos 94oC      
30 segundos 94oC 
60 segundos XoC         35 ciclos     ;     X: temperatura específica para cada   
60 segundos 72oC                        pareja de oligonucleótidos 
10 minutos 72oC 
 




Tras la amplificación, el producto de reacción fue resuelto en geles de agarosa (agarose D-1 low EEO, 
Conda) del 1% en tampón de base tris, ácido bórico y EDTA (TBE Tris-Borato-EDTA) con 0,005% de 
bromuro de etidio y examinado en el transiluminador Gel Doc xr+ (Bio Rad). 
8.1 Purificación del producto de PCR 
Las muestras se purificaron directamente del gel usando el kit “QIAEX II Gel extraction kit” (Qiagen). 
Para ello, se recorta con un bisturí la fracción de gel donde se encuentra incluida la muestra y se 
coloca en un tubo eppendorf. Se añaden 500µl del tampón de solubilización del kit y se incuba 
durante 10 minutos a 53oC, agitando manualmente a intervalos,  hasta la completa disolución de la 
agarosa. Se añaden 12µl de la resina iónica Qiaex y se centrifuga  a 13000rpm durante 1 minuto para 
descartar el sobrenadante. Se llevan a cabo 2 lavados seguidos de centrifugación con el tampón PE 
del kit y, finalmente, se resuspende la resina en tampón TE (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM; pH 7,5). Se 
centrifuga por última vez y se recoge el eluído, que contiene el ADN. 
8.2 Secuenciación automática 
Los fragmentos amplificados por PCR y purificados en gel, que constituyen los 6 exones del gen 
AGPAT2, fueron analizados por secuenciación automática. Se utilizaron placas de secuenciación de 
96 pocillos (26190 ultratampo Thin-Wall PCR Strip tubes and microplates,Sorenson Bioscience). En 
cada pocillo se mezclan 5µl del producto de PCR, 1µl del cebador directo o reverso a una 
concentración de 5ng/µl, 2µl de tampón BigDye (Applied Biosystems) y 8µl de agua destilada para la 
PCR de secuenciación (95oC 30”, 50oC 30”, 72oC 4’ en 25 ciclos). Las muestras fueron procesadas en 
el secuenciador automático ABI PRISM 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) y analizadas con los 
programas Sequencher 4.8 , Chromas Pro 1.32 y la herramienta web Lalign Server (ExPasy 
Bioinformatics Resource Portal).  
9. PCR de Transcripción Reversa  
Tras verificar la integridad del ARN mediante observación del mismo en un gel-fosfato teñido con 
bromuro de etidio bajo la luz ultravioleta, se procedió a la reacción de transcripción reversa. Para 
esto, se utilizó 1µ de ARN y se siguieron las instrucciones especificadas en el kit “SuperScript III First-
Strand Synthesis System for RT-PCR” (Invitrogen). El ADN complementario  resultante se amplificó 
mediante PCR con oligonucleótidos cebadores específicos para:  
                      
        Tamaño banda (pb) 
5´-GAPDH: 5´-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3´ 433 




3´-GAPDH: 5´-TCC ACC ACC CTG TTG CTG T-3´ 
5´-C/EBPα: 5´-GCA AAC TCA CCG CTC CAA TG-3´ 229  
3´- C/EBPα: 5´-TTA GGT TCC AAG CCC CAA GTC-3´  
5´-aP2: 5´-AAC CTT AGA TGG GGG TGT CCT G-3´ 104 
3´-aP2: 5´-TCG TGG AAG TGA CGC CTT TC-3 
5´-PPARg: 5´-ATT GAC CCA GAA AGC GAT TC-3´  86 
3´-PPARg: 5´-CAA AGG AGT GGG AGT GGT CT-3 
5´-Leptina: 5´-GAA CCC TGT GCG GAT TCT TGT TGT G-3´ 269 
3´-Leptina: 5´-CGT TTC TGG AAG GCA TAC TGG TGA-3’ 
5´-Adiponectina: 5´-TGG TGA GAA GGG TGA GAA-3´ 220 
3´-Adiponectina: 5´-AGA TCT TGG TAA AGC GAA TG-3 
5´-AGPAT 1: 5´-GTA GGA AAG AAA AGG TAC AGA GG-3´ 716          
3´-AGPAT 1: 5´-CAA AGA CCA ATC CTA CCT CCA GA-3´ 
5´-AGPAT 2: 5´-CGA AGC TTC AAG TAC TTT TAC GG-3´ 436  
3´- AGPAT 2: 5´-GTG TTG TAG AAG GAG GAG AAG GAA-3´  
5´-AGPAT 3: 5´-TTA GCC TGT GCC TGT TAC AAC-3´ 416 
3´-AGPAT 3: 5´-CAG TCA AAT GTA GCC AAT CAC-3’ 
5´-AGPAT 6: 5´-CAC AGC AGT CAC TGT GGA CT-3´ 688 
3´-AGPAT 6: 5´-CAC GAT CAT CTT GCT GTA CAG-3 
Los reactivos usados para la reacción de PCR son los que se muestran a  continuación: 
 
Mezcla de reacción (Volumen final = 25 µl; Invitrogen): 
ADN 1 µl  
Tampón 10X 2,5 µl  
MgCl2 (25mM) 0,75 µl  




dNTPs (10mM) 0,5 µl  
Oligonucleótidos cebadores (10µM) 0,5 µl  
Enzima Taq polimerasa (5u/µl, Invitrogen) 0,25 µl  
H2O destilada 19 µl 
 
El programa de reacción que se usó para la amplificación de las secuencias específicas fue el 
siguiente: 
 
5 minutos 94oC      
30 segundos 94oC  
60 segundos XoC        35 ciclos     ;     X: temperatura específica para   
60 segundos 72oC                         cada pareja de oligonucleótidos 
10 minutos 72oC 
 
La resolución de los productos de reacción se realizó  en un gel de agarosa (agarose D-1 low EEO, 
Conda) del 1,5% en tampón de base tris, ácido bórico y EDTA (TBE Tris-Borato-EDTA) con 0,005% de 
bromuro de etidio y examinado en el transiluminador Gel Doc xr+ (Bio Rad). 
10. Extracción de proteínas celulares 
Para este protocolo se partió de, aproximadamente, 2x106 células. Se lavaron con PBS y se añadieron 
500µl de tampón de lisis (Tris-HCl 50mM, NaCl 150mM, Tritón 1,5%, EDTA 1mM, Inhibidores de 
proteasas 1X). Se rascaron las células con un rastrillo para despegarlas de la superficie de cultivo y se 
incubaron en hielo durante 10 minutos. Se centrifugó 10 minutos a 12000rpm y 4oC y se recogió la 
fase soluble. Se almacenó a -80oC para su posterior uso. 
11. Western-blot 
La concentración de proteínas extraídas de las células se determinó mediante el ensayo  
colorimétrico de Bradford (BioRad) usando una curva estándar de rango 1-20µg de BSA. Las 
muestras proteicas se resolvieron en geles de gradiente “NuPAGE 4-12% Bis-Tris” (Life 
Technologies), usándose 25µg de cada muestra. Se usó un voltaje constante de 100V. 
Posteriormente, se realizó la transferencia  a una membrana de nitrocelulosa (Invitrogen) en cámara 
húmeda con medio de transferencia (Tris-Base 33 mM, Glicina 194 mM y Metanol 20%) a un 
amperaje constante de 0,40A durante 1 hora y 15 minutos. La membrana se incubó en una solución 
de leche desnatada 5% en TBS-Tween 0,5% (Tris-HCl 20mM, NaCl 137 mM, pH 7,6)  durante 1 hora 
para el bloqueo de las uniones inespecíficas. Tras esto, se incubó la membrana con el 
correspondiente anticuerpo primario que detecta la proteína de interés: anti-PPARg monoclonal de 




conejo (Cell Signalling) a una dilución 1:500. Para detectar la unión del anticuerpo primario se usaron 
anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa, concretamente, anticuerpos anti-IgG con especificidad 
de conejo (GE Healthcare), dilución 1:5000. Por último, para visualizar la unión de los anticuerpos se 
usó un kit de detección de luminiscencia (“Pierce ECL Western Blotting Substrate”, Thermo Scientific)  
basado en la reacción específica de la peroxidasa y se procedió según  las instrucciones de la casa 
comercial.  
12. Inmunohistoquímica e inmunofluorescencia 
Se realizaron cortes histológicos de 5µm de pieles humanas regeneradas fijadas en formol y 
embebidas en parafina y, por otra parte, criocortes de 5µm de pieles humanas regeneradas y 
embebidas en OCT (Optimal Cutting Temperature)(Tissue-Tek). 
Para el análisis inmunohistoquímico, las muestras se bloquearon por incubación a temperatura 
ambiente durante 30 minutos con suero de caballo 5% y BSA 1% en PBS conteniendo Tritón (Merck) 
0,1%. A continuación, se incubaron durante 1 hora a 37oC con el anticuerpo primario 
correspondiente diluido en PBS-Tritón 0,1% con suero de caballo 1% y BSA 0,2%. El anticuerpo usado 
fue monoclonal anti-GFP (Molecular Probes Inc.) y la incubación se realizó  en una dilución 1:200. 
Este anticuerpo reconoce la proteína GFP con la que marcamos las células humanas para poder 
diferenciarlas de las murinas. Posteriormente, las muestras se lavaron 3 veces durante 5 minutos 
con PBS-Tritón 0,1% y se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente  con el anticuerpo 
secundario Donkey anti-rabbit marcado con biotina (Jackson ImmunoResearch) a una dilución 1:500. 
A continuación, se lavaron las muestras 3 veces durante 5 minutos con PBS-Tritón 0,1%. La detección 
del anticuerpo se realizó mediante el sistema avidina/estreptavidina-peroxidasa, utilizando el kit 
“Vectastain ABC” (Vector Laboratories). El revelado se lleva a cabo añadiendo el substrato DAB y 
H2O2 (Vector Laboratories). La reacción química se paró con agua, controlando la reacción con el 
microscópico óptico. Por último, se contratiñeron las muestras con hematoxilina y eosina. 
Para el análisis de expresión de PPARg en las pieles regeneradas mediante inmunofluorescencia, los 
criocortes se fijaron en metanol y acetona fríos (relación 1:1) durante 10 minutos a 4oC. Se lavaron 
las muestras con PBS-Tritón 0,1% y se bloquearon por incubación a temperatura ambiente durante 
30 minutos con suero de caballo 5% y BSA 1% en PBS-Tritón 0,1%. La incubación con el anticuerpo 
primario se hizo a temperatura ambiente durante 1 hora y el anticuerpo elegido fue anti-PPARg 
monoclonal de conejo (Cell Signalling) a una dilución 1:200. Como anticuerpo secundario se usó 
Alexa fluor-488 Goat anti-rabbit  (Molecular Probes Inc.) a una dilución 1:1000. Una vez lavados los 
criocortes, se montaron con Mowiol (Sigma) al que se añadió DAPI (200µg/ml) para la detección de 




los ácidos nucleicos (marcaje nuclear). Por último, se visualizaron las muestras con microscopio de 
fluorescencia Zeiss Axiophot. 
13. Extracción de lípidos celulares por el Método Folch 
 Todos los procedimientos que se describen en los puntos 13-17 fueron realizados en colaboración 
con el grupo de investigación de la Dra. Rosario Domingues (Universidad de Aveiro, Portugal). 
Partimos de 1x106  células. El primer paso para la extracción celular de lípidos es la tripsinización de 
las células y su resuspensión en 1,5ml  de agua MiliQ en tubos de vidrio. Sobre esa suspensión se 
añaden 4ml de cloroformo (Merck) y 2ml de metanol (Scharlau). A continuación, se centrifugan los 
tubos a 2000rpm durante 5 minutos y se recoge la fase orgánica. Se desecan las muestras bajo flujo 
de nitrógeno y se conservan en frascos opacos a -20oC hasta su uso. 
14. Cuantificación de fosfolípidos totales (PL) 
El extracto lipídico  obtenido y desecado en el apartado anterior, se resuspendió en 350µl de 
cloroformo, apartándose 50µl para la posterior cuantificación de triglicéridos y colesterol. Se 
trasvasaron 10µl de cada muestra a tubos de vidrio largos. A dichos tubos se añadieron 0,650ml de 
ácido perclórico (Sigma). Se lleva a cabo una hidrólisis de las muestras a 180oC durante una hora en 
un termobloque. Una vez que los tubos se igualan a la temperatura ambiente, se añaden 3,3ml de 
agua MiliQ, 0,5ml de molibdato amónico (Sigma) y 0,5ml de ácido ascórbico (Merck). Se introdujeron 
las muestras en un baño de agua en ebullición durante 5 minutos y, por último, se cargaron 200µl de 
cada muestra, por triplicado, en pocillos de una placa P96 (Falcon) de lectura. Se midió la 
absorbancia a una longitud de onda 800nm mediante espectrofotómetría. El análisis numérico de los 
datos se hizo usando el software Microsoft Excel 2010, mediante regresión lineal. 
15. Cuantificación de triglicéridos (TG) y colesterol (COL) 
Estos experimentos se llevaron a cabo usando los kits “Liquick Cor-TG 30 mini” (Cormay)  para la 
cuantificación de los triglicéridos y “Liquick Cor-CHOL mini” (Cormay) en el caso del colesterol. Tanto 
para el aspecto técnico como para el análisis de los resultados se siguieron las instrucciones 
especificadas por el fabricante. 
16. Separación de fosfolípidos mediante cromatografía de capa fina 
Para la cromatografía de capa fina, se utilizó como fase estacionaria gel de sílice soportado en una 
placa de vidrio de 20x20cm y 250µm de grosor (Thin layer chromatography plates Partisil 60A, 
Whatman). El primer paso consistió en equilibrar la placa de sílice, para lo cual se sumerge la misma 
en una solución de metanol (Scharlau) y cloroformo (Merck) en relación 1:1, contenida en una 




cubeta de vidrio (Latch-lid TLC development chamber, Sigma) con tapa para que se sature la 
atmósfera. Cuando la fase líquida ha cubierto por capilaridad la totalidad de la placa, se deja secar 
durante 3-4 horas en campana de extracción de gases. Posteriormente, se rocía con ácido bórico 
(Sigma) en spray. Para eliminar la humedad de la placa se incuba durante 30 minutos en una estufa a 
100oC. Hecho esto, se procede a cargar los lípidos patrones y las muestras (30µg) por duplicado. A 
continuación, se introduce la placa cargada en una cubeta de vidrio que contiene  cloroformo 
(Merck), etanol, agua y trietilamina (relación 30/35/7/35), para  permitir que el eluyente (fase móvil) 
ascienda por capilaridad. Cada componente de la mezcla avanza una determinada distancia en 
función de su afinidad por la fase estacionaria. Al cabo de unas 3 horas, los componentes de la 
muestra se han separado por completo y se deja secar la placa en una campana de extracción. El 
revelado se realiza con un spray de primulina (Sigma) y una lámpara de luz ultravioleta (UV) para 
permitir la visualización de los compuestos. Cada banda puede relacionarse con uno de los patrones 
lipídicos y, una por una, fueron rascadas con una espátula y recogidas en un tubo de vidrio. El 
siguiente paso consiste en añadir 0,650ml de ácido perclórico (Sigma) y a partir de este paso se 
procede de manera idéntica a la detalla en el apartado 15 para la cuantificación de los fosfolípidos 
totales. El análisis de los datos también es el  mismo. 
17. Espectrometría de masas 
La preparación de las muestras para la espectrometría de masas consiste en disolver 1µl de la 
muestra a inyectar en 100µl de metanol (Scharlau).  El análisis de los triglicéridos se llevó a cabo 
mediante  espectrometría de masas de ionización por electrospray, empleándose un electrospray Q-
ToF 2 (Micromass) como se describe a continuación: voltaje del capilar de 3kV (modo positivo) y 
voltaje de cono de 30V. La temperatura de la fuente fue 80ºC y la temperatura de desolvatación 
150ºC. Se empleó Argón como gas de colisión, en un rango energético de 30-40V. Para la adquisición 
de datos se utilizó el software “Mass Lynx data system (V4.0)”(Archer et al., 2013). 
18. Preparación de equivalentes dérmicos y dermo-epidérmicos y trasplante a ratones 
inmunodeficientes 
Para el componente dérmico de los equivalentes se utilizó una matriz de fibrina en la que se 
embebieron los fibroblastos de paciente lipodistrófico marcados con la proteína GFP y/o PPARg por 
transducción viral. Como fuente de fibrina se utilizó el fibrinógeno procedente del crioprecipitado de 
plasma de sangre humana. El plasma fue congelado a -80oC durante al menos 2 horas y 
descongelado a 4oC para obtener el crioprecipitado. Éste se recogió en tubos Falcon de 50ml y se 
centrifugó a 3500rpm durante 15 minutos a 4oC. El sobrenadante fue desechado y el sedimento se 




resuspendió en 10ml de NaCl 0,9%. Finalmente, se incubó a 37oC para disolver completamente el 
fibrinógeno. El gel de fibrina se preparó con 12ml de medio de cultivo de queratinocitos (DMEM y 
HAM’S F12 suplementado con un 10% de suero fetal bovino, insulina (5mg/ml; Sigma), toxina 
colérica (88ng/ml; Sigma), hidrocortisona (0,4mg/ml; Sigma) y tirosina triyodada (1,3ng/ml; Sigma). 
Sobre ese medio  se añaden 5x105 fibroblastos dérmicos humanos, 500UI de aprotinina bovina 
(Trasitol, Bayer), 11UI de trombina bovina (Sigma) diluida en 1ml de CaCl2 0,025nM y 3ml de la 
solución de fibrinógeno (crioprecipitado). La mezcla se siembra en 2 pocillos de 35mm (placa de 6 
pocillos) y se deja solidificar a 37oC durante 2 horas. Este proceso se repite las  veces necesarias para 
conseguir el número de trasplantes deseado. Para el componente epidérmico (en los geles que lo 
contenían) se usaron 5x105 queratinocitos de donantes sanos que fueron sembrados sobre la matriz 
de fibrina y cultivados hasta alcanzar la confluencia. En ese momento, las pieles bioingenierizadas 
fueron separadas manualmente de la superficie de cultivo e injertadas en ratones 
inmunodeficientes. Los trasplantes se llevaron a cabo en condiciones de esterilidad usando hembras 
de ratón desnudo (fondo genético NMRI-Foxn1nu /Foxn1nu RjOrl, Janvier Labs ) de 6 semanas de 
edad y mantenidas en condiciones libres de patógenos durante la duración del experimento en el 
animalario del Centro de Investigaciones Medioambientales y Tecnológicas (CIEMAT). Para el 
trasplante de los equivalentes se realiza una herida en el dorso del animal del mismo tamaño que el 
equivalente dermo-epidérmico que se trasplantará. El equivalente dermo-epidérmico se despega de 
la superficie de la placa de cultivo y se trasplanta ortotópicamente a la herida generada. A 
continuación, se cubre con la piel que había sido retirada para generar la herida, tras desvitalizarla 
mediante tres ciclos de congelación en nitrógeno líquido/descongelación a 37oC, sujetándola 
mediante sutura al borde de la piel de la herida. El tiempo que tarda en caerse por sí misma, es el 
mismo que necesita el trasplante para convertirse en una piel totalmente regenerada. En el caso de 
los trasplantes subcutáneos, se realizaron por el método Barrandon (Barrandon et al., 1988).  Al 
cabo de 4 semanas, se sacrificaron los ratones y se extrajeron los injertos cutáneos para el análisis 
histológico. 
19. Administración oral de rosiglitazona a los ratones  
Se administró a los animales 0,2g de rosiglitazona disueltos en 100µl de agua esterilizada, por vía 
oral, una vez al día durante 3 semanas. Para la administración del fármaco se utiliza una sonda 
gástrica, metálica y rígida que se introduce por el esófago del ratón, previamente inmovilizado por 
pinzamiento, asegurándose de que no se está ingresando en la vía respiratoria ni tocando la mucosa 
gástrica. La sonda se introduce suavemente por el lateral de la boca del animal, acompañándolo con 




un ligero movimiento de tal manera que el animal desplace su cabeza hacia atrás para facilitar la 







































En este trabajo de tesis doctoral nos hemos centrado en el desarrollo de una estrategia 
experimental  de terapia génica para generar eficientemente adipocitos humanos funcionales, a 
partir de fibroblastos dérmicos de pacientes con LCG, capaces de resolver las alteraciones 
metabólicas derivadas de la  ausencia de tejido adiposo que caracteriza a la LCG. Inicialmente, 
previmos que este abordaje supondría, en primer lugar, la reprogramación de fibroblastos para 
hacerlos competentes al estímulo adipogénico y, posteriormente, la restitución de la función de los 
genes mutados. Sin embargo, nuestro abordaje permitió llevar a cabo todo el proceso gracias a un 
único evento molecular.  
1. Diagnóstico genético de un paciente de Lipodistrofia Congénita 
Generalizada de tipo 1 
La LCG de tipo 1 es ocasionada por mutaciones en el gen AGPAT2, las cuales aparecen recogidas en 
la Tabla 2. Al tratarse de una enfermedad de herencia autosómica recesiva, es necesaria la 
concurrencia de 2 mutaciones en el mismo gen para que se manifieste el fenotipo clínico. En la 
primera parte de este estudio hemos utilizado células dérmicas procedentes de biopsias de piel de 
un paciente con esta variedad de LCG, que fueron expandidas en cultivo para ser utilizadas 
posteriormente en diferentes procedimientos experimentales. Como punto de partida de la tesis, 
nos propusimos determinar las mutaciones de AGPAT2 presentes en esas células. Para ello, se 
extrajo el ADN de las mismas y se secuenciaron los 6 exones del gen AGPAT2. El análisis permitió, 
por una parte, detectar la presencia de una mutación puntual en el exón 2, que aparece en 
heterocigosis, como demuestra el doble pico del cromatograma (Figura 8b). Esta mutación consiste 
en el cambio en el ADN de la citosina 202 por una timina, que genera el cambio de la arginina 68 por 
un codón de terminación prematuro (Arg68X). Por otro lado, la segunda mutación del paciente  se 
hizo sólo evidente al observar un fragmento de cADN, obtenido mediante RT-PCR para el gen 
AGPAT2, que presentaba  menor tamaño que el cADN salvaje (Figura 8c). La secuenciación demostró 
que esta banda de menor movilidad era consecuencia de la delección de los exones 3 y 4 del gen, 
debida a la mutación Gly106fsX188, que provoca un cambio de la pauta de lectura después de la 
glicina 106, introduciéndose 188 aminoácidos nuevos después de los cuales se genera un codón de 
terminación. Estas  dos mutaciones ya habían sido descritas previamente (Tabla 2) (Agarwal et al., 
2002; Gomes et al., 2004) y fueron posteriormente confirmadas  dentro del protocolo clínico de 


























Figura 8: Diagnóstico genético de paciente de LCG tipo 1. a) Cromatograma que muestra  la secuencia 
wild type del exón 2  del gen AGPAT2. b) Secuencia correspondiente al exón 2 del gen AGPAT2 del 
paciente, donde se puede ver la presencia de la mutación 202C/T en heterocigosidad. c) RT-PCR del 
gen AGPAT 2 de un donante sano (C) y del paciente  de LCG tipo 1 (P), donde se aprecia una banda de 






2. Estudios in vitro en células CGL tipo 1 
2.1. Establecimiento de condiciones optimizadas de inducción de la diferenciación 
adipogénica de fibroblastos dérmicos humanos. Análisis comparativo de la diferenciación 
de células  de donante sano y de paciente con LCG tipo 1 
Ha sido previamente descrito que los fibroblastos dérmicos humanos constituyen una población 
altamente heterogénea (Goldring et al., 1990; Sorrell et al., 2007, 2008) dentro de la cual existe un 
pequeño porcentaje de células con propiedades de célula madre mesenquimal (MSC), las cuales 
serían susceptibles de sufrir diferenciación adipogénica en presencia de los estímulos apropiados. La 
elección de los fibroblastos dérmicos humanos como material celular para desarrollar estos 
experimentos vino dada por la dificultad de acceder directamente a las MSC de paciente. Éste sería 
el tipo celular óptimo ya que es el precursor de los adipocitos, entre otros tipos celulares. Sin 
embargo, su obtención no era posible debido a que los tejidos donde residen estas células de forma 
mayoritaria implicaban procedimientos muy invasivos, como la extracción de médula ósea, o 
resultaban impracticables, ya que los pacientes lipodistróficos carecen de  grasa corporal, órgano en 
el que son abundantes las MSCs. Por lo tanto, en una primera aproximación los experimentos se 
realizaron con fibroblastos dérmicos humanos de donante sano (HF) y de paciente con LCG de tipo 1 
(LD) no modificados genéticamente, esperándose observar diferencias a nivel de la diferenciación 
adipogénica inducida en la población minoritaria de MSC. Tres días después de alcanzarse la 
confluencia celular, los fibroblastos fueron expuestos a medios de cultivo conteniendo distintas 
combinaciones de factores activadores de la adipogénesis que actúan sobre diferentes mecanismos: 
agonistas de PPARg, activadores de C/EBPα/β, agonistas del AMP cíclico etc. Pudimos observar como 
a partir de 6-7 días en presencia de  los  medios de cultivo  1, 3 y 5 (Tabla 1) los fibroblastos control 
HF adquirían una morfología redondeada y un  tamaño menor al inicial. A día 12, comenzó a 
apreciarse la acumulación de lípidos en vesículas redondeadas y refringentes en  un pequeño 
porcentaje de los HF (Figura 9a-d), mientras que ninguno de estos cambios fue visible en presencia 
de los medios de cultivo  2 y 4 (imágenes no mostradas). De forma remarcable y coherente con el 
fenotipo de ausencia de grasa en pacientes lipodistróficos, no se produjeron cambios morfológicos 
ni formación de vesículas lipídicas en los fibroblastos LD con los medios de cultivo empleados, 
indicando que estas células, aun en el caso de poseer la subpoblación con propiedades 
multipotentes, no estaba siendo capaz de diferenciar a adipocitos (Figura 9e-h). En segundo lugar, se 
procedió a la cuantificación de las células diferenciadas, determinándose el número de  células que 









2.2. Expresión forzada de PPARg-1 como factor reprogramador de fibroblastos dérmicos   
A pesar de las diferencias observadas en los fibroblastos no modificados genéticamente, los valores 
absolutos de células diferenciadas eran muy pequeños como para adquirir significación y relevancia 
práctica. Por este motivo, nos propusimos reprogramar  las células control HF y las lipodistróficas LD 
en células respondedoras al estímulo adipogénico. Para ello, ambos tipos de fibroblastos fueron 
transducidos con el vector retroviral (V-PPARg-1) portador del cADN codificante para PPARg, 
principal activador de la adipogénesis (Cristancho and Lazar, 2011), bajo el control de las secuencias 
promotoras del CMV (Figura 10b). Como controles, se infectaron en paralelo los fibroblastos HF y LD 
con un vector retroviral idéntico al anterior denominado V-CTRL, en el cual se había sustituido el  
cADN de PPARg-1 por la secuencia codificante de la proteína verde fluorescente (GFP) (Figura 10a).  
Figura 9: Microscopía de contraste de fases de fibroblastos dérmicos control (HF) (a-d) y de paciente LCG tipo 
1 (LD) (e-h) tras 21 días en presencia de diferentes medios de cultivo: a) y e) 10% de suero, b) y f) medio de 
diferenciación 1, c) y g) medio de diferenciación 3, d) y h) medio de diferenciación 5. Las flechas señalan 





Para detectar la expresión de PPARg  en las células transducidas, se llevó a cabo una tinción por 
inmunofluorescencia usando un anticuerpo específico anti-PPARg. Los núcleos celulares fueron  
 
marcados con DAPI. La inmunofluorescencia demostró  que  las células transducidas con el vector V-
PPARg-1 expresaban PPARg en un porcentaje superior al 50%. Este porcentaje de transducción era  
similar en las células infectadas con el vector V-CTRL (Figura 11a) en base a la fluorescencia de GFP. 
La expresión se cuantificó de forma adicional a partir de extractos proteicos de HF y LD transducidos 
con los vectores V-CTRL o V-PPARg-1, analizados mediante Western-blot con el mismo anticuerpo 
anti-PPARg usado en la inmunofluorescencia. Esta técnica confirmó la sobrexpresión de proteína  
PPARg-1 en los fibroblastos HF y LD por infección con el vector retroviral V-PPARg-1. En varios 
experimentos, la expresión de PPARg-1 endógeno en las células control (infectadas con el vector V-
CTRL) fue muy baja o indetectable (Figura 11a, b). 
Los vectores retrovirales V-CTRL y V-PPARg-1 contienen en su secuencia un casete de resistencia al 
antibiótico puromicina. A pesar de que la eficiencia de la transducción del vector V-PPARg-1 fue alta 
tanto en fibroblastos HF como en LD (Figura 11a),  para intentar conseguir una población en la que el 
100% de las células fueran capaces de experimentar diferenciación adipogénica, se diseñó un 
experimento de selección positiva con puromicina. Se cultivaron las células transducidas con los 
vectores retrovirales en presencia de 2 concentraciones diferentes de puromicina: 0.5µg/ml y 
1µg/ml. Mediante microscopía de contraste de fases fue claramente visible como en presencia de 
puromicina 0.5µg/ml, un alto porcentaje de los HF transducidos con V-CTRL o V-PPARg-1  
comenzaba a morir al cabo de 3-4 horas, el cual se correspondería con las células que no habían 
incorporado el ADN viral a su genoma (Figura 12b, e). En presencia del antibiótico a concentración 
1µg/ml (Figura 12c, f) la muerte celular se producía en solo una hora, no observándose células vivas 
al cabo de 2 días. Se determinó, por tanto, que la concentración óptima para la selección era  
Figura 10: Estructura del vector retroviral usado como control  (a) y para la sobreexpresión de PPARg-1 (b) 





0.5µg/ml. Sin embargo, una vez expuestas al antibiótico a concentración 0.5µg/ml, las células 
entraban en un estado de senescencia del que no se recuperaban a pesar de sustituirse el medio de 
cultivo por uno fresco sin puromicina, produciéndose la muerte del 100% de las células al cabo de 8-
10 días. Lo mismo sucedía con las células LD infectadas con V-CTRL o V-PPARg-1 (datos no 
mostrados). Por tanto, a pesar de estar transducidas con los vectores V-CTRL o V-PPARg-1 
(portadores del casete de resistencia a la puromicina), ninguna célula sobrevivía a largo plazo en las 
concentraciones de antibiótico que se emplean habitualmente para realizar esta selección. La 
puromicina resulta ser demasiado tóxica cuando coexiste con la sobreexpresión de PPARg-1 para 
este tipo celular, lo que nos ha impedido obtener una población  que exprese PPARg-1 de manera 
homogénea. Así, considerando que el porcentaje de células transducidas era elevado (>50%, 
determinado por inmunofluorescencia anti-PPARg), se determinó continuar con el resto de los 






















Figura 11: Detección de la expresión de PPARg en células  HF y LD   transducidas con un vector  retroviral  
control (V-CTRL) o un vector retroviral que codifica para  PPARg-1 (V-PPARg-1).  a) Inmunofluorescencia  
realizada con anticuerpo anti-PPARg. b) Western-blot  realizado con anticuerpo  anti-PPARg. La tubulina se 







2.3. Inducción de la diferenciación adipogénica de fibroblastos reprogramados con el 
vector retroviral V-PPARg-1 
Para comprobar si la sobreexpresión de PPARg-1 en fibroblastos conducía a su reprogramación 
haciéndolos susceptibles de responder al estímulo de diferenciación adipogénica, los HF fueron 
expuestos  al medio de diferenciación número 5 (medio DIR a partir de aquí) durante 10 días, una 
vez alcanzada la confluencia del cultivo. En este análisis incluimos también MSCs procedentes de un 
donante sano, que se cultivaron en presencia del mismo medio de cultivo pro-adipogénico y fueron 
utilizadas como  control positivo del ensayo. A día 3 desde la adición del medio DIR, ya fue posible 
distinguir las primeras vesículas lipídicas incipientes en el interior de las células dérmicas 
transducidas con PPARg-1. En las células MSCs este proceso comenzó a observarse a día 6. Tras 10 
días en presencia del medio DIR se alcanzó el máximo de la diferenciación adipogénica de los 
fibroblastos control HF, ya que el número de células diferenciadas no se incrementó a días 
posteriores. En este punto, la cuantificación demostró que el 40% de las MSCs, y el 75% de los HF (en 
el experimento mostrado en la figura 13) presentaban acumulación citoplasmática de vesículas 
lipídicas (Figura 13a, b, g). Por último, la tinción con el colorante lipofílico Oil Red O confirmó la 
diferenciación, visualizándose en color rojo la grasa sintetizada por las células (Figura 13d, e). Estos 
resultados no se observaron en las células infectadas con el vector control V-CTRL (inserto de figura 
13e, f). La expresión forzada de PPARg-1 estaba, por tanto,  permitiendo la diferenciación de los HF  
en tiempos más cortos y en porcentajes superiores a los obtenidos con las MSCs, controles positivos 
Figura 12: Selección positiva de  HF transducidos con  un vector retroviral control  (V-CTRL) (a-c) y un vector 
retroviral codificante para PPARg-1 (V-PPARg-1) (d-f) mediante la adición de  puromicina al medio de cultivo 
durante 24 horas. Concentraciones finales de puromicina en el medio: 0µg/ml (a, d), 0.5µg/ml (b, e) y 1µg/ml 





del experimento. Las MSCs requirieron 20 días en presencia del medio DIR  para alcanzar el máximo 
nivel de síntesis de lípidos y el porcentaje de células diferenciadas no superó el 50%. 
2.4. Adipogénesis en fibroblastos LD reprogramados por sobreexpresión de PPARg-1  
Una vez confirmado el potencial de diferenciación adipogénica que les confiere la sobreexpresión de 
PPARg-1 a los fibroblastos control HF, se procedió a utilizar esta estrategia de reprogramación en los 
fibroblastos lipodistróficos LD. Una vez transducidas y habiendo alcanzado la confluencia, estas 
células fueron expuestas al medio de cultivo DIR durante 10 días. Inesperadamente y de manera 
análoga a lo que sucedía con los HF, observamos la formación de vesículas lipídicas en el citoplasma 
de los fibroblastos LD reprogramados 3 días después de la adición del medio DIR. A día 10, cuando se 
alcanzó el máximo de la diferenciación, se pudo cuantificar el porcentaje de células diferenciadas, 
que alcanzó un valor del 55% en el experimento que se enseña en la figura 13  (Figura 13c, g). La 
tinción con Oil Red O confirmó la naturaleza lipídica de las vesículas formadas en células LD (Figura 
13f). Por tanto, al forzar la expresión de PPARg-1 en células LD (en presencia del coctel adipogénico) 
se consigue inducir la síntesis y acumulación de lípidos en su citoplasma siguiendo el mismo patrón 


















2.5. Correlación directa entre la sobreexpresión de PPARg y la formación de vesículas 
lipídicas en fibroblastos LD 
Si bien la evidencia a nivel global indicaba que las células que sobreexpresaban PPARg eran capaces 
de producir una respuesta adipogénica, quisimos demostrar, especialmente en las células 
lipodistróficas LD, que el efecto no era indirecto (por ejemplo, mediado por factores solubles), sino 
que dependía específicamente y de manera autónoma de la sobreexpresión de PPARg. Debido a la 
imposibilidad de generar una población homogénea de células en la que todas ellas expresasen 
PPARg-1, analizamos si la formación de vesículas lipídicas era exclusiva de aquellos fibroblastos con 
Figura 13: Imágenes de MSC, HF y LD transducidos con el vector V-PPARg-1 tras 10 días en presencia del 
medio de diferenciación  DIR. a-c): contraste de fases; d-f) tinción con el colorante Oil Red O. Los insertos 
corresponden a las células transducidas con el vector V-CTRL. Aumento 100X. g) Cuantificación del 





sobreexpresión de PPARg. El análisis por inmunofluorescencia, con un anticuerpo anti-PPARg, en 
células LD reprogramadas (transducidas con V-PPARg-1) y cultivadas en presencia del medio DIR 
durante 10 días, permitió demostrar la correlación entre la diferenciación adipogénica y la 
sobreexpresión de PPARg. La figura 14 muestra cómo las células con vesículas lipídicas en su 
citoplasma son positivas para la expresión nuclear de PPARg, mientras que las células que no han 














Para confirmar estos resultados en un tipo celular con capacidad adipogénica intrínseca, llevamos a 
cabo un abordaje de pérdida de función de AGPAT2 (usando un shRNA específico contra AGPAT2; 
shAGPAT2) en células MSC de donante sano inducidas a diferenciar en presencia o ausencia de 
sobreexpresión de PPARg-1. Las células se infectaron con un vector lentiviral codificante del 
shAGPAT2 más eficiente (de cuatro versiones) que además codificaba para la GFP. Este abordaje, 
además, nos independizaba de los posibles efectos de la mutación AGPAT2 de nuestro paciente. En 
la figura 15 se observa cómo la diferenciación adipogénica está fuertemente inhibida en presencia 
del shAGPAT2 y cómo ésta se recupera a niveles normales en células que co-expresan el shAGPAT2 
(demostrado por la fluorescencia de GFP) junto con   PPARg-1 por transducción retroviral. 
Figura 14: Detección de PPARg por inmunofluorescencia en células LD transducidas con el vector retroviral 
V-PPARg-1 tras 10 días desde la inducción de la  diferenciación adipogénica. En el panel superior (a) se 
muestra la tinción de los núcleos (DAPI) de un campo que contiene células no diferenciadas y una 
claramente  diferenciada a adipocito (flecha). En el panel inferior (b) se observa que la célula diferenciada 






2.6. Redundancia funcional de la re-expresión de AGPAT2 en fibroblastos LD 
cotransducidos con el vector retroviral V-PPARg-1 y un vector lentiviral PGK-AGPAT2  
A pesar de su capacidad observada de experimentar diferenciación adipogénica por sobreexpresión 
de PPARg, cabía esperar que el déficit de AGPAT2 funcional por mutación pudiera estar mermando  
el desarrollo del verdadero potencial adipogénico de los fibroblastos lipodistróficos LD. Con el 
propósito de determinar si la expresión de AGPAT2 funcional podría incrementar el potencial 
adipogénico de los LD transducidos con PPARg-1, diseñamos y construimos un vector lentiviral (PGK-
AGPAT2) que codificaba para el cADN de AGPAT2 bajo el control del promotor de la 
fosfogliceratoquinasa (PGK), seguido de una secuencia IRES-GFP (Figura 16a). Con esta construcción 
viral se infectaron fibroblastos HF y LD que previamente habían sido transducidos con V-PPARg-1. La 
sobreexpresión de AGPAT2 en esas células se confirmó mediante Western-blot empleándose un 
anticuerpo anti-HA, que detectaba la proteína HA fusionada a AGPAT2 en el vector lentiviral (Figura 
16b.). Al llegar a confluencia, el cultivo se puso en presencia del medio de diferenciación DIR durante 
10 días. Del mismo modo, las células LD transducidas únicamente con el vector V-PPARg-1 se 
sembraron y expusieron al medio DIR. Al cabo de 10 días, no se observaron diferencias significativas 
entre el potencial adipogénico de los 2 cultivos (Figura 16c, d). Así, la cuantificación de las células 
Figura 15: a) Células  MSC  expuestas al medio 
DIR durante  20 días. b) Células  MSC 
transducidas con un interferente  que silencia 
AGPAT2, tras 20 días en presencia del medio 
DIR. c) Células MSC transducidas con un 
interferente contra AGPAT2 y con el vector 
retroviral V-PPARG-1; expuestas durante 20 





con vesículas lipídicas a día 10, fue del 50% en ambos casos (Figura 16e). Por otra parte, a los 7 días 
de la inducción de la diferenciación, el cultivo que había sido coinfectado con los vectores V-PPARg-1 
y PGK-AGPAT2 presentaba una morfología consistente con la de células senescentes. Conforme 
avanzaba el tiempo de cultivo, este fenotipo se acentuaba observándose también un cierto grado de 
muerte celular. Por consiguiente, la coexpresión de AGPAT2 junto con PPARg-1 no parecía conferir a 
los fibroblastos dérmicos ninguna ventaja en cuanto a su capacidad de diferenciación adipogénica ni 
a su supervivencia respecto a la expresión exclusiva de PPARg-1. Estos resultados nos condujeron  a 































Figura 16: a) Estructura del vector lentiviral empleado para sobreexpresar AGPAT2 en  HF y LD. b) Western-
blot  con anticuerpo  anti-HA en extractos de células LD transducidas con V-PPARg-1 y/o PGK-AGPAT2.  c-d) 
Microfotografía de células LD transducidas únicamente con el vector VGIP-PPARg-1 (c) o con los vectores 
VGIP-PPARg-1 y PGK-AGPAT2 (d) y expuestas durante 10 días al medio de diferenciación DIR. Aumento 100X. 





2.7. Análisis de la expresión de factores de transcripción característicos del tejido adiposo 
en MSC; HF y LD que sobreexpresan PPARg-1 
Una vez confirmada la capacidad de los fibroblastos control HF y lipodistróficos LD transducidos con 
V-PPARg-1 para sintetizar y acumular grasa, se llevó a cabo un análisis de expresión de marcadores 
de adipogénesis para caracterizar y confirmar el proceso a nivel molecular. Inicialmente, a modo de 
puesta a punto, se empleó el ARN de células MSC diferenciadas durante 12 días para realizar un 
estudio de expresión génica por RT-PCR. Se emplearon  oligonucleótidos diseñados para detectar 
específicamente la expresión de los factores de transcripción aP2,  C/EBPα y PPARg-2 característicos 
del proceso adipogénico. El análisis reveló la expresión de esos factores a días 3 y 12 de la 
diferenciación, pero no en células que no habían sido expuestas al medio DIR (Figura 17 a-c). 
Al realizar este mismo experimento de expresión génica en células HF y LD, se observó que la  
expresión de aP2 y C/EBPα  era significativamente mayor en células reprogramadas por V-PPARg-1, y  
aumentaba con el tiempo de exposición al medio de diferenciación DIR (Figura 18a, b). A pesar de la 
sobreexpresión de PPARg-1 exógeno, el empleo de oligonucleótidos cebadores específicos para 
PPARg-2 reveló, notablemente, una estricta regulación transcripcional (inducción) para esta 
isoforma  observada sólo después de 3 y 12 días de diferenciación adipogénica de los fibroblastos HF 
y LD transducidos con V-PPARg-1, pero no en las células transducidas con el vector control (Figura 
18c). Este experimento sugiere que la sobreexpresión de PPARg-1 actuaría como desencadenante de 
un estado propicio para la expresión de PPARg-2 y la adipogénesis concomitante en células 
cultivadas con el  medio  DIR aún en ausencia de AGPAT2. Además, el perfil de expresión de factores 
de transcripción de los HF y LD que sobreexpresan PPARg-1 parece ser equivalente al de las MSC. 
2.8. Análisis de la expresión de adipoquinas en MSC; HF y LD que sobreexpresan PPARg-1 
El análisis de los factores de transcripción se acompañó del estudio de la expresión de las 2 
adipoquinas más importantes para la regulación metabólica mediada por el tejido adiposo: leptina y 
adiponectina. Al igual que en el experimento anterior, se comenzó con el análisis del ARN de las 
células MSC diferenciadas durante 12 días con el medio DIR. Se observó expresión de adiponectina a 
días 3 y 12, mientras que la leptina se expresaba muy levemente a día 3 y aumentaba notablemente 
a día 12 (Figura 17d, e). Paralelamente, se detectó la expresión de adiponectina en fibroblastos 
control HF y lipodistróficos LD infectados con V-PPARg-1, a tiempos 0, 3 y 12 post-adición del medio 
DIR, pero no se observó esto mismo en las células control no reprogramadas (Figura 18d). En cuanto 
a leptina, observamos altos niveles del ARNm de esta adipoquina a día 12 de la diferenciación en 





perceptibles e indetectables a tiempo 0 (Figura 18e). En resumen, las células HF y LD reprogramadas 
y diferenciadas son capaces de expresar los factores de transcripción y las adipoquinas propios de 
los adipocitos maduros, de manera análoga a como lo hacen las MSC  diferenciadas.  
Figura 17: Análisis por RT-PCR de 
células MSC a 0, 3 y 12 días de  
diferenciación adipogénica. Se 
utilizaron oligonucleótidos para 
detectar  la expresión de los factores 
de transcripción aP2 (a), C/EBPα (b), 
PPARg-2 (c) y de las adipoquinas 
adiponectina (d) y leptina (e). El gen 
constitutivo GAPDH (f) fue empleado 







Figura 18: Análisis por RT-PCR de células HF y LD transducidas con V-CTRL o V-PPARg-1 a 0, 3 y 12 días de 
diferenciación adipogénica. Se utilizaron oligonucleótidos para detectar  la expresión de los factores de 
transcripción aP2 (a), C/EBPα (b), PPARg-2 (c) y de las adipoquinas adiponectina (d) y leptina (e). El gen 
constitutivo GAPDH (f) fue empleado como control de carga. Las flechas  rojas resaltan la ausencia de 





2.8.1. Determinación de los niveles de leptina humana secretada al medio de cultivo por 
HF y LD transducidos con PPARg-1 y sometidos a diferenciación adipogénica 
Para determinar si los resultados obtenidos a nivel de ARNm se reflejaban a nivel proteico 
empleamos  un kit comercial de ELISA específico para  leptina humana. El análisis permitió  detectar 
la presencia de esta adipoquina en el medio de cultivo de fibroblastos HF y LD reprogramados y 
expuestos durante 30 días al medio DIR. La concentración de leptina humana en el medio de cultivo 
de los HF era de 2.6ng/24h*106 células y de 1.6ng/24h*106 células en el de los LD. Las células control 
presentaban niveles de leptina por debajo de los 0.2ng/ml (Figura 19). Por tanto, los adipocitos 
derivados de las células dérmicas de controles sanos y de pacientes de LCG son capaces de sintetizar 









2. 9. Diferenciación adipocítica terminal de HF y LD reprogramados por  PPARg-1 
Quisimos estudiar si la diferenciación era capaz de llegar a estadios muy avanzados. Para ello 
analizamos otro parámetro de diferenciación terminal de las células como es la formación de 
vesículas lipídicas uniloculares. En condiciones fisiológicas, los adipocitos contienen múltiples gotas 
lipídicas que durante el proceso de diferenciación  van fusionándose unas con otras para dar lugar a 
una gran vesícula unilocular que ocupa casi la totalidad del citoplasma. Para determinar si esto 
sucedía en nuestras células in vitro, se expuso a los HF y LD reprogramados con V-PPARg-1 al medio 
de cultivo DIR durante 30 días. Aunque durante los primeros 17 días se observaban únicamente 
células con vesículas multiloculares, a partir de ese día empezaron a apreciarse las primeras células 
univacuoladas. Conforme avanzaba el tiempo aumentó el porcentaje de estas células, hasta llegar al 
Figura 19: Ensayo  ELISA para la cuantificación de la leptina sintetizada y secretada al medio por HF y LD 





día 30, en el que más del 90% de las células diferenciadas contenía una sola gota lipídica en su 
citoplasma (Figura 20). Esto se observó tanto en HF como en LD que sobreexpresaban PPARg-1, pero 
no en las células control. 
 
 
2.10. Estudio mediante RT-PCR de la expresión de diferentes isoformas de AGPAT en MSC; 
HF y LD transducidos con PPARG-1  
Una vez confirmada la diferenciación terminal de los adipocitos derivados de los fibroblastos 
dérmicos, nos planteamos estudiar la posible compensación enzimática que se podría estar dando 
por parte de alguna de las isoformas de AGPAT en las células lipodistróficas LD que sobreexpresaban 
PPARg-1, ya que esto podría explicar la capacidad de esas células para sintetizar ácido fosfatídico en 
ausencia de AGPAT2. Mediante RT-PCR se analizó la expresión de algunas isoformas de AGPAT en las 
células MSC, HF y LD.  Se diseñaron oligonucleótidos que detectasen específicamente las isoformas 
1, 2, 3 y 6. AGPAT1 es una enzima que se expresa de forma ubicua en la mayoría de los tejidos 
mientras que AGPAT2 es específica del tejido adiposo (Agarwal et al., 2011). AGPAT3 se expresa en 
varios tejidos, predominando en el músculo esquelético, intestino delgado y ovario (Prasad et al., 
2011); y AGPAT6 es característica del epitelio mamario y del tejido adiposo marrón (Chen et al., 
2008b). Al igual que en los experimentos de análisis de expresión de factores de transcripción, 
inicialmente, se realizó el ensayo con ARN de células MSC diferenciadas extraído a días 0, 3, 7 y 12 
desde la adición del medio DIR. Como se aprecia en la figura 21a, se observó expresión de AGPAT1 a 
días 0 y 3, pero no a días 7 y 12. Por otro lado, AGPAT2 se expresaba a todos los tiempos del proceso 
de diferenciación y los niveles máximos se alcanzaban a día 12, en la diferenciación terminal. A 
medida que avanza la diferenciación, AGPAT1 parece dejar de expresarse para ser reemplazada por 
Figura 20: Microscopía de contraste de fases de HF (a) y LD (b) transducidos con V-PPARg-1 tras 1 mes de 
diferenciación adipogénica. Se aprecia la formación de vesículas uniloculares característica  de la 





AGPAT2, la isoforma más específica del tejido graso. No se detectó ARN de las isoformas 3 y 6 de 
AGPAT (Figura 21b).  Posteriormente, se llevó a cabo este ensayo en fibroblastos HF y LD 
reprogramados con V-PPARg-1 y expuestos durante 0, 3 y 12 días al medio DIR. En esta ocasión, no 
se observó expresión de AGPAT1 a ningún tiempo (Figura 22a) pero sí se observó expresión del 
ARNm de AGPAT2, tanto en HF como en LD, siendo mayor esta expresión en las células que 
sobreexpresaban PPARg-1 (Figura 22b). Al igual que en el primer experimento, no se apreció 
expresión de AGPAT 3 ni 6 (datos no mostrados). De estos experimentos se puede deducir que no 
parece existir una compensación enzimática por parte de la familia de enzimas AGPAT que permita 
suplir el déficit en AGPAT2 que se da en la LCG tipo 1. Sin embargo, puesto que el ácido fosfatídico 
es necesario para la síntesis de los triglicéridos y glicerofosfolípidos, debe existir una actividad 
















Figura 21: Análisis de la expresión del ARN de las isoformas 1, 2, 3 y 6 de AGPAT mediante RT-PCR 


















2.11. Análisis de la señalización mediada por Akt en cultivos de HF y LD transducidos con 
V-PPARg-1  
La estrecha relación y el solapamiento existente entre las vías de señalización de leptina e insulina 
han conducido de forma inevitable al estudio de la regulación de ambas en la LCG, una enfermedad 
en la que la ausencia de leptina es el principal factor desencadenante de importantes trastornos 
metabólicos. La proteína Akt es una molécula clave en la vía de señalización de la insulina y está 
implicada en un alto número de procesos celulares, por lo que algunos autores han estudiado su 
capacidad de activación en células procedentes de pacientes lipodistróficos. En 2012, Burant y cols. 
observaron que las células con mutaciones en AGPAT2 presentaban una reducción de la activación 
de Akt (Subauste et al., 2012), lo que nos condujo a estudiar si dicho fenómeno sucedía en las células 
LD que habían sido empleadas en los experimentos de este trabajo de tesis. Para ello, se prepararon 
extractos proteicos de células control HF y lipodistróficas LD transducidas con V-CTRL o V-PPARg-1. 
Las células se sometieron a ayuno de suero de 48 horas y, un grupo fue incubado con insulina 
Figura 22: Análisis  de la expresión del  ARN de las isoformas 1 (a) y 2 (b) de AGPAT mediante RT-PCR a 
partir del cADN de HF y LD transducidos con los vectores  V-CTRL o V-PPARg-1  a días  0, 3 y 12 tras la 
inducción de la diferenciación adipogénica. La banda de menor tamaño (flecha) corresponde al transcrito 





durante 30 minutos con el objeto de inducir la activación de Akt. Los extractos de proteínas se 
analizaron mediante western-blot con anticuerpos anti fosfoAkt, forma activa de Akt, y anti Akt 
total. Como muestra la figura 23, se detectó proteína pAkt en las células tratadas con insulina. Los  
niveles eran idénticos en las células de paciente LD y las de donante sano HF. Además, no se 
observaban diferencias entre las células transducidas con el vector V-CTRL y V-PPARg-1, indicando 
que esta activación ocurría en las células como consecuencia de la presencia de insulina, sin 
necesidad de la sobreexpresión de PPARg-1 ni AGPAT2 (Figura 23a). Al realizar el revelado con un 
anticuerpo anti-Akt total, se puso de manifiesto que los niveles totales de esta proteína eran 
similares en todas las muestras proteicas (Figura 23b). Por lo tanto, se pudo concluir que las células 
de paciente estudiadas en estos ensayos no presentaban niveles disminuidos de Akt ni reducción de 
su capacidad de activación, a pesar de presentar mutaciones en AGPAT2. Estos resultados no 
concuerdan con los hallados por Burant y cols. , que detectaban niveles disminuidos de pAkt en 
células de pacientes de LCG tipo 1. 
 
 
2. 12. Perfil lipidómico de células adiposas derivadas de MSC; HF y LD transducidos con 
PPARg-1  
Para determinar si la grasa sintetizada por las células lipodistróficas LD diferenciadas era equivalente 
a la generada por los adipocitos maduros, se llevaron a cabo diversos experimentos encaminados a 
determinar el perfil lipidómico de estas células. Empleando el método Folch, se extrajeron los lípidos 
presentes en células MSC, HF y LD transducidas con V-PPARg-1 y diferenciadas durante 12 días. A 
continuación, se cuantificaron los fosfolípidos (PL) mediante adición de ácido perclórico e hidrólisis. 
Mediante el uso de kits comerciales se cuantificaron también los triglicéridos (TG) y el colesterol 
Figura 23: Análisis  de la expresión de pAkt (a) y Akt total (b)  mediante Western-blot en extractos proteicos 
de HF y LD transducidos con V-CTRL o V-PPARg-1, en ausencia y presencia de activación por insulina 





(COL) sintetizados por estas células. En la Tabla 3 aparecen recogidos los datos obtenidos, donde se 
ha normalizado la cantidad de cada lípido refiriéndolo como µg fosfolípido/nº células diferenciadas. 
Esto se realizó debido a que el porcentaje de diferenciación varía entre los 3 tipos celulares, por lo 
que al realizar la normalización se estarían evitando las variaciones debidas a las distintas eficiencias 
de diferenciación y de  transducción del vector V-PPARg-1. Los 3 tipos de células presentaban una 
mayor cantidad de PL que de TG y COL. Además, una vez realizada la normalización, se obtenían 
cantidades idénticas de PL. Las cantidades de TG y COL también eran del mismo orden de magnitud 
entre los diferentes tipos celulares. Gracias a este experimento se confirmó lo que anteriormente 
había indicado la tinción con el colorante Oil Red O, y es que el contenido de las vesículas presentes 
en estas células es principalmente debido a lípidos neutros. Por otro lado, se puso de manifiesto 
cómo las células LD reprogramadas eran  capaces de generar una grasa de composición muy similar 
a la que sintetizan las MSC o los fibroblastos control HF reprogramados, indicando que la 
adipogénesis que experimentan, en cuanto a su perfil lipídico, es comparable a la de dichas células. 
 
  
2.12.1. Identificación de las diferentes clases de fosfolípidos presentes en los extractos 
lipídicos de MSC; HF y LD transducidos con PPARg-1 y diferenciados a grasa 
Habiéndose determinado que las células LD transducidas con PPARg-1 y diferenciadas contenían las 
mismas cantidades de PL que las MSC y HF, se procedió a analizar si los PL presentes en esos 3 tipos 
celulares eran también equivalentes desde un punto de vista cualitativo. Para ello, se llevó a cabo la 
separación de las diferentes especies mediante cromatografía de capa fina. Se aplicaron en la 
membrana de sílice muestras de los extractos lipídicos de las 3 clases celulares, y se emplearon 
diferentes patrones de lípidos como referencias. Tras el revelado de la placa se pudo comprobar la 
presencia de 7 tipos de PL en estas muestras: lisofosfatidilcolina, esfingomielina, fosfatidilcolina, 
fosfatidilinositol, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y cardiolipina (Figura 24). Después, cada 
Tabla 3: Datos del experimento de  cuantificación de  fosfolípidos (PL), triglicéridos (TG) y colesterol (COL) 
en los extractos lipídicos obtenidos a partir de MSC, HF y LD transducidos con V-PPARg-1 tras 12 días de 





banda correspondiente a un subtipo de PL fue aislada para proceder a su cuantificación. Se realizó 
de la misma manera que la cuantificación de los fosfolípidos totales. En la gráfica de la figura 25 se 
representan las cantidades relativas de cada uno de los PL detectados en las muestras. Los 
porcentajes de cada PL no presentaban diferencias significativas entre los distintos tipos celulares, a 
excepción de la LPC, que aparecía disminuida en HF. Este ensayo determinó, por tanto, que la 










Figura 24: Separación mediante cromatografía de capa fina de las diferentes clases de fosfolípidos 
presentes en los extractos lipídicos de MSC, HF y LD transducidos con V-PPARg-1 y sometidos a 12 días de 
diferenciación adipogénica. Los carriles nombrados como Pt corresponden a los lípidos patrón aplicados a 
la membrana y usados como referencia. Fuimos capaces de detectar 7 tipos de fosfolípidos: LPC: 
lisofosfatidilcolina ; SM: esfingomielina; PC: fosfatidilcolina; PI: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; PE: 















2.12.2. Identificación mediante espectrometría de masas de diferentes especies de TG en 
extractos lipídicos de MSC; HF y LD transducidos con PPARg-1 y sometidos a diferenciación 
adipogénica 
Al igual que se hizo en el análisis de los PL, una vez demostrado que las cantidades de TG eran muy 
parecidas en las 3 muestras lipídicas (MSC, HF y LD) (Tabla 3), nos propusimos comprobar si éstas 
eran cualitativamente similares. La espectrometría de masas realizada con los extractos de las 
células diferenciadas dio lugar a un espectro cuyo análisis reveló la existencia de TG comunes a los 3 
tipos celulares. En las tablas 4, 5 y 6 se muestran las especies identificadas en MSC, HF y LD 
respectivamente. Puede observarse que las especies de TG C48:2, C50:2 y C52:2 eran comunes a las 
3 clases de células. Además, se encontraron varios TG comunes a las MSC y LD, como eran: C52:3, 
C54:2 y C54:3. Las especies C50:3 y C52:1 se detectaron en MSC y HF. Este estudio demostró que, 
aunque existía cierta variación entre los TG sintetizados por MSC, HF y LD, todos los tipos celulares 
analizados, incluso los de paciente con LCG reprogramados (LD), eran capaces de sintetizar TG 
conteniendo especies comunes (ácidos grasos de la misma longitud y saturación). Las variaciones 
observadas entre especies de TG en las distintas células podrían ser consecuencia de las diferentes 
actividades enzimáticas encargadas de la síntesis del ácido fosfatídico en cada tipo celular, a partir 
del cual se generan los TG. Cada enzima tiene una afinidad máxima por un sustrato determinado, 
Figura 25: Representación de la cantidad relativa  de cada tipo de fosfolípido identificado en la 
cromatografía de capa fina realizada a partir de los extractos lipídicos de MSC, HF y LD transducidos con V-
PPARg-1 y sometidos a 12 días de diferenciación adipogénica. LPC: lisofosfatidilcolina ; SM: esfingomielina; 





por lo que el ácido graso empleado para la síntesis del ácido fosfatídico variaría en cada caso, 
generándose diferentes especies que  finalmente darán lugar a distintos tipos de TG. 
 
 
3. Estudios in vitro en células CGL tipo 2 
3. 1. Caracterización del potencial adipogénico de fibroblastos de un paciente de LCG tipo 
2 (LD2) 
A lo largo del desarrollo de esta tesis doctoral, pudimos acceder a fibroblastos dérmicos procedentes 
de una biopsia de piel de un paciente de LCG tipo 2 (LD2). Este subtipo de lipodistrofia se produce 
por mutaciones en el gen BSCL2, que codifica para la proteína seipina. Aunque la función exacta de 
esta proteína se desconoce, su función es necesaria para que se produzca correctamente la 
diferenciación terminal de los adipocitos (Garg and Agarwal, 2009). Quisimos determinar si la 
estrategia empleada para la corrección de las células LD (LCG tipo1) era válida para la regeneración 
de grasa funcional en esta variedad de la enfermedad. Del mismo modo que ocurría con los LD 
Tablas 4, 5 y 6: Identificación mediante espectrometría de masas de las cadenas laterales de ácidos grasos  
de los triglicéridos en los extractos lipídicos de MSC, HF y LD transducidos con V-PPARg-1 y sometidos a 12 





(Figura 9e-h), los fibroblastos LD2 no modificados genéticamente no eran capaces de generar 
vesículas lipídicas al estar expuestos al medio de diferenciación DIR (imágenes no mostradas). Esos 
fibroblastos fueron entonces  reprogramados con el vector V-PPARg-1 y, al llegar a confluencia, se 
les añadió el medio DIR. De manera análoga a lo que sucedía con los fibroblastos LD, a día 3 desde la 
adición del medio se observaron las primeras células diferenciadas y a día 10 se alcanzaba el máximo 
de la diferenciación adipogénica. Las células presentaban múltiples vesículas redondeadas, 
multiloculares y refringentes. El porcentaje medio de diferenciación de estas células fue de un 65% 
(Figura 26a). Se obtuvo una tinción positiva para Oil Red O que confirmaba el contenido lipídico de 
las vesículas  formadas en las células LD2 (Figura 26b). Ninguno de estos resultados se obtuvo 
cuando los fibroblastos  LD2 fueron transducidos con el vector V-CTRL. De esta forma se pudo 
concluir que las células LD2, al ser  forzadas a expresar PPARg-1, también adquirían la capacidad de 
experimentar diferenciación adipogénica en presencia del medio de cultivo DIR. Este hallazgo se 
consideró relevante, ya que el empleo de una misma metodología consiguió superar el defecto 
metabólico presente en células de pacientes con errores genéticos diferentes, lo que plantearía la 
posibilidad de utilizar una misma aproximación celular/molecular para la corrección de distintos 
subtipos de LCG. 
 
 
3.2. Análisis de la expresión de factores de transcripción característicos del tejido adiposo 
en LD2 transducidos con PPARg-1 
Con el objetivo de completar la caracterización funcional de las células adiposas derivadas de los 
fibroblastos lipodistróficos LD2, se decidió analizar la expresión de marcadores adipogénicos tal 
como se hizo anteriormente en células LD (Figura 18), por considerarse que ese ensayo  fue el que 
aportó mayor información sobre la diferenciación de las células reprogramadas. La RT-PCR realizada 
Figura 26: Microscopía de contraste de fases  de LD (BSCL2 -/-) transducidos con VGIP-PPARg- 1 tras 10 días 
en presencia del medio de diferenciación  DIR, antes (a) y después (b) de realizar la tinción con el colorante 





a partir del ARN de LD2 transducidos con V-PPARg-1 y diferenciados, extraído a días 0, 3 y 12, 
empleando oligonucleótidos diseñados para detectar específicamente los factores de transcripción 
aP2, C/EBPα y PPARg-2 reprodujo el patrón de expresión observado en las células LD. Así, se detectó 
la expresión de aP2 y C/EBPα, a niveles significativamente mayores en células infectadas con V-
PPARg-1, y  su aumento con el tiempo de exposición al medio de diferenciación DIR (Figura 27a, b). 
También se detectó PPARg-2 a tiempos 3 y 12 en LD2 reprogramados, pero no en las células control. 
De nuevo se ponía de manifiesto la fuerte regulación transcripcional a la que parece estar sometido 
PPARg-2, el cual no es detectado hasta que PPARg-1 se sobreexpresa en las células. (Figura 27c). Este 
experimento demuestra la capacidad de los fibroblastos LD2 transducidos con PPARg-1 para 
diferenciar a células adiposas que expresan los factores de transcripción característicos de los 












Figura 27: RT-PCRs realizadas con ARN de células HF y LD (BSCL2-/-) transducidas con V-CTRL o V-PPARg-1 
a días 0, 3 y 12 de la diferenciación adipogénica. Se utilizaron oligonucleótidos para detectar  la expresión 
de los factores de transcripción aP2 (a), C/EBPα (b), PPARg-2 (c) y de las adipoquinas adiponectina (d) y 
leptina (e). El gen constitutivo GAPDH (f) fue empleado como control de carga. Las flechas rojas resaltan 





3.3. Análisis de la expresión de adipoquinas en células LD2 que sobreexpresan PPARg-1 
 Siguiendo la línea de experimentos encaminados a confirmar la madurez de los adipocitos 
obtenidos a partir de las células LD2, se procedió al estudio de la expresión de las adipoquinas 
leptina y adiponectina. Empleando el ARN de los fibroblastos LD2 transducidos con PPARg-1 y 
expuestos al medio DIR, se realizaron RT-PCRs específicas para esas dos adipoquinas. Se observó 
expresión de adiponectina en los LD2 infectados con V-PPARg-1, a  0, 3 y 12 días tras la adición del 
medio DIR, lo cual no sucedía en las células control (Figura 27d). Por otra parte, se producía una 
elevada expresión de leptina a día 12 de la diferenciación en células reprogramadas, mientras que a 
día 3 era muy baja e indetectable a tiempo 0 (Figura 27e). Por tanto, los fibroblastos LD2 
reprogramados eran capaces de expresar las adipoquinas propias de los adipocitos diferenciados 
terminalmente y seguían el mismo patrón de expresión que los HF y los LD (LCG tipo 1). 
3.4. Análisis de la señalización mediada por Akt en cultivos de LD2 transducidos con 
PPARg-1 
El estudio de activación y expresión de Akt se llevó a cabo también en las células LD2, para 
comprobar el correcto funcionamiento de esa vía en esta variedad de la enfermedad. Al igual que en 
el apartado 2.11, este experimento se realizó mediante western-blot. Las células LD2 fueron 
transducidas con V-CTRL o V-PPARg-1 y, a continuación, se sometieron a un ayuno de 48 horas 
después del cual se incubó un grupo con insulina durante 30 minutos. En el ensayo se utilizaron 
anticuerpos anti-pAkt y anti-Akt total. La forma fosforilada de Akt fue detectada, como 
anticipábamos, únicamente en las células tratadas con insulina. No se apreciaron diferencias 
significativas en la expresión de pAkt entre las células infectadas con V-CTRL respecto a las 
infectadas con V-PPARg-1 (Figura 28a). Tampoco se observaron variaciones en los niveles de Akt 
total entre unas células y otras (Figura 28b). Por consiguiente, de nuevo se demostró la ausencia de 







4. Estudios in vivo  
Una vez realizada la caracterización in vitro de los fibroblastos dérmicos de paciente reprogramados 
por PPARg-1 y diferenciados a adipocitos, nos propusimos explorar la posibilidad de que estas 
células conservaran su potencial adipogénico in vivo. Su capacidad de almacenar triglicéridos  
provocando la consiguiente disminución de la hipertrigliceridemia y de sintetizar adipoquinas,  
podría ser usada como una aproximación terapéutica para controlar y corregir los graves defectos 
metabólicos presentes en la LCG.  
Los experimentos in vivo se llevaron a cabo mediante 2 estrategias de trasplante de células 
reprogramadas formando parte de sistemas organotípicos tridimensionales.  
4.1. Trasplante subcutáneo  
En una primera aproximación quisimos estudiar la persistencia y los posibles efectos adversos 
(tumorigenicidad, diferenciación aberrante) de los fibroblastos de donante reprogramados 
implantados en ratones inmunodeficientes receptores. Para ello, en primer lugar modificamos las 
células para que expresaran la proteína verde fluorescente GFP mediante transducción con un 
vector lentiviral y, a continuación, las reprogramamos con el vector V-PPARg-1. Las células 
reprogramadas positivas para GFP (>80%) fueron embebidas en una matriz de fibrina  e implantadas 
subcutáneamente en el lomo de ratones nu/nu, (Figura 29a). Al cabo de cuatro semanas, los ratones 
Figura 28: Detección  de la expresión de pAkt y Akt total  mediante Western-blot en extractos proteicos de HF 
y LD (BSCL2-/-) transducidos con V-CTRL o V-PPARg-1, en ausencia y presencia de activación por insulina 





fueron epi-iluminados con luz azul (495nm) sobre las zonas trasplantadas. Pudimos observar 
fluorescencia verde, indicativa de la presencia de células trasplantadas (Figura 30) en 5 de los 6 
animales trasplantados. El análisis histopatológico de las zonas fluorescentes subcutáneas no reveló 
ningún signo de malignidad ni de diferenciación aberrante por parte de estos fibroblastos 
reprogramados (resultados no mostrados). 
  
 
Figura 29: Esquema ilustrativo de la preparación de los equivalentes  dérmicos (a) y dermo-epidérmicos (b) 
bioingenierizados . 
 
Figura 30: Detección de fluorescencia de GFP transcutánea por iluminación con luz azul sobre la piel del 






4.2. Trasplante de equivalentes dermo-epidérmicos     
Considerando que los adipocitos son una parte esencial del tejido subcutáneo, constituyentes del 
panículo adiposo en la hipodermis, decidimos trasplantar fibroblastos control HF y lipodistróficos  LD 
reprogramados formando parte de una matriz que constituye el componente dérmico de unos 
equivalentes cutáneos, sobre la que se cultivan queratinocitos humanos que forman una epidermis. 
Para ello, como se hizo previamente para los trasplantes subcutáneos, se coinfectaron los 
fibroblastos (HF y LD), por una parte, con un vector lentiviral codificante para la GFP con la intención 
de permitir el seguimiento de las células una vez trasplantadas al ratón y, por otra, con los vectores 
V-CTRL o V-PPARg-1. Se generaron matrices de fibrina que contenían embebidos esos fibroblastos 
modificados. Tras 48 horas se sembraron queratinocitos humanos procedentes de donantes sanos 
(Figura 29b; Materiales y Métodos apartado 18). Los equivalentes cutáneos se trasplantaron de 
manera ortotópica (2 geles de cada tipo)  a un total de 8 ratones inmunodeficientes de la cepa 
nu/nu. Al cabo de 8 semanas, los animales fueron sacrificados y se analizaron los trasplantes de piel 
bajo una lupa con luz blanca y azul. Se pudo distinguir sobre el lomo de los animales el injerto de piel 
humana regenerada, que presentaba una morfología, textura y color diferentes a la piel murina 
(Figura 31a-d). Al observar las pieles bajo la luz azul, se confirmó en todas ellas la presencia de 
fluorescencia verde transepidérmica, que indicaba la persistencia de los fibroblastos humanos en la 
piel regenerada en el ratón (Figura 31e-h). La intensidad de la fluorescencia verde fue 
significativamente mayor en las pieles que contenían células lipodistróficas LD con respecto a las que 
contenían controles HF. Gracias a estos experimentos realizados in vivo, se pudo demostrar la 
capacidad de los HF y LD de mantenerse establemente formando parte de la hipodermis en una piel 
regenerada a partir de piel humana bioingenierizada, sin sufrir ningún  proceso que condujera a su 
eliminación, como apoptosis, reabsorción por el tejido animal, senescencia, etc. Adicionalmente, tal 
como con los trasplantes subcutáneos, las células reprogramadas no provocaron en el ratón efecto 
tóxico o tumorigénico alguno ni afectaron la estructura de la piel, por lo que no parece haber 
indicios que desaconsejen su empleo en una posible aproximación terapéutica para la corrección de 













4.3. Inducción de la diferenciación adipogénica de fibroblastos HF y LD aislados de los 
equivalentes dermo-epidérmicos trasplantados a ratón  
Con el objeto de determinar si los fibroblastos transducidos con PPARg-1, que habían permanecido 
establemente en los equivalentes dermo-epidérmicos durante 2 meses, conservaban su capacidad 
de experimentar diferenciación adipogénica, la piel humana regenerada en los ratones tras el 
trasplante fue procesada para recuperar dichas células. Una vez aisladas, se cultivaron hasta que 
alcanzaron la confluencia, momento en el que fueron expuestas al medio de cultivo DIR. Solo 3 días 
después de la adición del medio aparecieron células que contenían vesículas lipídicas en su 
citoplasma. Al cabo de 10 días un alto porcentaje (60%) de las mismas habían diferenciado y poseían 
un gran número de gotas de grasa en su interior (Figura 32a). Como muestra la figura 32b, mediante 
microscopía de fluorescencia pudimos observar cómo las células que contenían vesículas emitían 
fluorescencia verde, lo que indicaba que eran las mismas células humanas que anteriormente habían 
sido trasplantadas al ratón. Por último, se realizó la tinción del cultivo con Oil Red O, que confirmó la 
naturaleza lipídica de las vesículas citoplasmáticas (Figura 32c). Por consiguiente, las células 
controles HF y lipodistróficas LD transducidas con V-PPARg-1 no solo eran capaces de mantenerse 
establemente en los equivalentes cutáneos, sino que además conservaban su potencial adipogénico 
al ser expuestos a los estímulos del medio DIR.  
Figura 31: Aspecto de los trasplantes de equivalentes cutáneos bioingenierizados a ratones 
inmunodeficientes después de 8 semanas de la intervención. Se observa regeneración de piel humana de 
tonalidad más oscura que la de ratón. Iluminación con luz blanca (a-d) y luz azul (e-h) que permite ver la 
fluorescencia de GFP transepidérmica. a), e): HF+V-CTRL+GFP.  b), f): HF+V-PPARg-1+GFP.  c), g): LD-V-








4.4. Adipogénesis in vivo: Administración oral de rosiglitazona a ratones trasplantados con 
equivalentes dermo-epidérmicos formados por HF y LD reprogramados 
La persistencia de las células reprogramadas en los tejidos bioingenierizados nos indujo a llevar a 
cabo un experimento de diferenciación adipocítica in vivo mediante administración de rosiglitazona 
a 3 de los 6 animales trasplantados de forma subcutánea. Los otros 2 animales control recibieron 
solución fisiológica. Tras 12 días de administración oral (mediante sonda gástrica) diaria de una dosis 
de 200 mg de rosiglitazona, los animales fueron sacrificados y se llevó a cabo un estudio 
histopatológico de las zonas trasplantadas que macroscópicamente presentaban fluorescencia verde 
(Figura 33 b, d). A nivel macroscópico, los trasplantes de los animales tratados con rosiglitazona 
mostraron una apariencia más globulosa y brillante consistente con la presencia de tejido adiposo 
(Figura 33a) en comparación con los trasplantes control (Figura 33c) que mostraban un aspecto más 
Figura 32:Microscopía de contraste de fases (a, c) y de fluorescencia (b) de las células LD (AGPAT2 -/-) 
transducidas con VGIP-PPARg-1+GFP, integradas en un equivalente cutáneo trasplantado a ratón,  
extraídas del trasplante de 8 semanas y sembradas en presencia del medio de diferenciación DIR durante 






fibroso. A nivel microscópico, se pudo demostrar que los fibroblastos trasplantados no presentaban 
ninguna característica patológica y que parecían existir indicios de diferenciación adiposa aunque no 
de manera concluyente fundamentalmente por motivos técnicos. Nuevos experimentos in vivo están 














Tras la realización de los experimentos descritos en este apartado, tuvimos acceso a fibroblastos 
dérmicos de otro paciente de LCG de tipo 1 portador de mutaciones en AGPAT2 distintas de las del 
paciente con el que se llevaron a cabo todos los estudios anteriores. Como experimento 
complementario a nuestro estudio, se decidió transducir esos fibroblastos con PPARg-1 para 
determinar su capacidad de experimentar diferenciación adipogénica en presencia del medio DIR. 
Una vez reprogramadas  y tras 10 días en presencia de los estímulos pro-adipogénicos, las células 
derivadas de este paciente mostraban síntesis de vesículas lipídicas en su citoplasma (Figura 34a). La 
tinción con Oil Red O fue positiva en estos cultivos diferenciados (Figura 34b). Estos resultados 
indicaban que la reprogramación mediante la sobreexpresión de PPARg-1 de los fibroblastos 
Figura 33: Aspecto del tejido subcutáneo injertado en ratón 6 semanas después de su trasplante y tras 12 
días de administración oral de rosiglitazona. Iluminación con luz blanca (a, c) y luz azul (b , d,). a) - b): HF+V-
PPARg-1+GFP. c-d): HF+V-CTRL+GFP. Aumento  6.3X. La flecha roja indica la localización del tejido injertado 





dérmicos lipodistróficos era reproducible en células de otro paciente y podía llevarse a cabo 






Figura 34: Microscopía de contraste de fases  de LD (paciente 2) transducidos con VGIP-PPARg- 1 tras 
10 días en presencia del medio de diferenciación DIR, antes (a) y después (b) de la tinción con el 















































1. Avances terapéuticos en el tratamiento de la Lipodistrofia Congénita Generalizada 
Las aproximaciones combinadas de terapia génica y celular se contemplan en la actualidad para la 
corrección ex vivo de células mediante la transferencia de material genético y su posterior implante 
a tejidos de pacientes con deficiencias funcionales que provocan patologías concretas. Algunos 
procedimientos de terapia celular somática se aplican ya en la clínica, como es el caso de los injertos 
de pieles bioingenierizadas para el tratamiento de quemados, el auto-implante de condrocitos en 
lesiones de rodilla o la introducción de células beta pancreáticas en pacientes con diabetes de tipo 1 
(Benneker et al., 2014; Ronfard et al., 2000; Ryan et al., 2001). La combinación génica y celular se ha 
llevado a cabo, a nivel clínico, en pacientes con inmunodeficiencias genéticas y otras patologías 
hematopoyéticas (Egawa and Inoue, 2013; Raya et al., 2009) así como en un caso de enfermedad 
cutánea, la epidermólisis bullosa juntural (Mavilio et al., 2006). En este trabajo de tesis doctoral, 
nosotros  proponemos una aproximación de terapia génica/celular alternativa para la LCG. Ésta es 
una enfermedad cuya principal característica es la ausencia de tejido adiposo, la cual conlleva a 
niveles circulantes de adipoquinas muy disminuidos. Esto provoca en los pacientes  diabetes severa y  
una acusada hipertrigliceridemia que en muchos casos son difíciles de controlar. Para su tratamiento  
se han  desarrollado, hasta ahora, diferentes fármacos y protocolos de acción, que siempre incluyen 
el control de la dieta de manera que contenga un porcentaje muy bajo de grasas y la realización de 
ejercicio físico (Jones et al., 2001; Krauss et al., 2000). En cuanto a los fármacos empleados, entre los 
más importantes cabe resaltar la Metformina, un eficaz sensibilizador a la insulina  y las TZDs, que al 
ser agonistas de PPARg, también ayudan a controlar la diabetes de estos pacientes disminuyendo las 
concentraciones plasmáticas de glucosa (Ludtke et al., 2005; Schindler et al., 2009). Sin embargo, 
estos tratamientos farmacológicos presentan algunos problemas que incluyen toxicidad hepática, 
pérdida de tejido óseo, problemas cardiovasculares o edema (Lago et al., 2007; Nissen and Wolski, 
2007; Yaturu et al., 2007), y además no consiguen resolver por completo los trastornos metabólicos 
que sufren los pacientes. Actualmente existe un tratamiento que se encuentra en fase de ensayo 
clínico (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00025883), consistente en el uso de leptina recombinante 
humana (metreleptina) administrada a diario mediante inyección subcutánea. Esta terapia consigue 
normalizar la trigliceridemia y los niveles de insulina en sangre, además de disminuir 
considerablemente el volumen hepático y solucionar las anomalías menstruales de las mujeres que 
padecen esta enfermedad, entre otros beneficios metabólicos (Beltrand et al., 2007; Oral et al., 




agente sensibilizador a la insulina in vivo en humanos y es, a día de hoy, la más eficaz y prometedora 
terapia para la LCG. Las estrategias terapéuticas dirigidas a la reposición de leptina y otras 
adipoquinas deben, por tanto,  contemplarse como opciones válidas y de alto potencial para el 
desarrollo de nuevos protocolos clínicos para la LCG. Por otra parte, tratamientos basados en 
injertos de tejidos capaces de secretar esas moléculas podrían constituir terapias a más largo plazo 
que harían innecesaria la continua administración de fármacos a los pacientes.  
En nuestro laboratorio se ha abordado la corrección de la LCG atendiendo al defecto celular 
primario, que ocasiona una ausencia total de tejido adiposo. Nuestro principal objetivo ha sido la 
búsqueda de una estrategia para la generación e injerto de células adiposas autólogas de paciente 
con funcionalidad para la secreción de adipoquinas, especialmente de leptina, la principal 
adipoquina de la que  carecen los pacientes lipodistróficos.   
2. Diferenciación adipogénica in vitro 
2.1. Adipogénesis inducida por el medio de cultivo 
El tipo celular de elección para estos experimentos fue el fibroblasto dérmico humano, que se puede 
obtener de manera sencilla y no agresiva mediante una pequeña biopsia de piel del paciente. Como 
ya se ha mencionado anteriormente, la heterogeneidad morfológica y funcional que caracteriza a los 
fibroblastos (Goldring et al., 1990; Sorrell et al., 2007, 2008) permite encontrar entre estas células 
algunas con la capacidad de experimentar diferenciación adipogénica. Si bien la célula madre 
mesenquimal podría reunir las características idóneas para nuestro propósito por su capacidad bien 
establecida de diferenciar a adipocitos, la imposibilidad de obtener estas células del tejido adiposo, 
inexistente en los pacientes de lipodistrofia, o de médula ósea, cuya extracción implica un 
procedimiento considerablemente invasivo, nos llevó a plantear el uso de fibroblastos dérmicos, 
células fácilmente accesibles. Por otra parte, puesto que las células MSC de paciente de LCG carecen 
del gen AGPAT2, se podría prever que su diferenciación adipogénica in vitro estaría impedida. De 
hecho, nuestros datos demostraron que el silenciamiento mediante shRNA de AGPAT2 en células 
MSC ocasionaba la pérdida de su capacidad de diferenciación adipogénica, por lo que la obtención 
de adipocitos autólogos de paciente a partir de ellas necesitaría de cualquier modo de una 
manipulación genética para reponer la función de AGPAT2. El uso de MSC no constituiría, por tanto, 
una ventaja sustancial respecto a los fibroblastos dérmicos, a partir de los cuales podemos conseguir 
diferenciación adipogénica por expresión forzada de PPARg-1.  
Existen numerosos estudios en la literatura en los que se exploran diferentes vías para lograr la 




Mackall et al., 1976; Peng et al., 2014). Sin embargo, las evidencias experimentales descritas en 
fibroblastos dérmicos humanos sobre diferenciación adipogénica son muy limitadas (Fischer et al., 
2002; Jaager and Neuman, 2011), por lo que nuestro trabajo se centró inicialmente en la puesta a 
punto de protocolos de cultivo encaminados a lograr ese objetivo. Para el desarrollo de la 
metodología de diferenciación adipogénica de fibroblastos dérmicos humanos establecimos una 
colaboración con el laboratorio del Dr. Enrique Sáez en “The Scripps Research Institute”, California. 
En dicho laboratorio se trabaja en la búsqueda de nuevas dianas antidiabéticas mediante el estudio 
de la capacidad de una gran variedad de compuestos y genes para incrementar la adipogénesis 
celular. Ensayando distintas concentraciones de factores, encontramos que la diferenciación de los 
fibroblastos dérmicos requería la utilización de una concentración de insulina que duplica la usada 
habitualmente para la diferenciación de MSC. También determinamos que el empleo de  
rosiglitazona en el medio de cultivo, pero no de indometacina ni pioglitazona, era fundamental para 
la consecución de adipogénesis. La rosiglitazona es el ligando exógeno conocido que activa con más 
potencia a PPARg. Otros compuestos contenidos en el medio pro-adipogénico de elección fueron la 
IBMX (Isobutil-metil-xantina), un inhibidor de las fosfodiesterasas del AMP cíclico, y la 
dexametasona, un glucocorticoide capaz de incrementar la expresión y actividad de C/EBPβ y δ. Por 
otra parte, se puso de manifiesto la importancia de que el cultivo celular hubiese alcanzado la 
confluencia antes de la adición del medio pro-adipogénico, ya que sin ese requisito no se producía 
diferenciación. Esto era esperable ya que proliferación y diferenciación son dos procesos 
incompatibles. 
Por tanto, si bien previamente se conocían diversos medios de cultivo capaces de favorecer la 
adipogénesis de los fibroblastos dérmicos humanos (Blasi et al., 2011; Jaager and Neuman, 2011; 
Victoria et al., 2010), mi trabajo en este laboratorio permitió establecer las condiciones óptimas para 
conseguir la diferenciación de dichas células. Sin embargo, el porcentaje de fibroblastos dérmicos 
diferenciados empleando únicamente el medio de cultivo era muy bajo, al contrario de lo que 
ocurría con las MSC, que en condiciones similares de cultivo eran capaces de  diferenciar 
eficazmente a adipocitos. Esto podría explicarse por el diferente control epigenético al que esté 
siendo sometido PPARg en cada tipo celular. Se ha especulado previamente sobre la posibilidad de 
que este factor se encuentre silenciado en tipos celulares diferentes de los adipocitos y sus 
precursores, mediante la metilación de histonas o de la propia secuencia del ADN (Sugii and Evans, 
2011). La aparición de estímulos adipogénicos favorece la desmetilación de PPARg en células 
adiposas, pero esto probablemente no ocurra en tipos celulares como los fibroblastos dérmicos, lo 
que impediría su diferenciación. En base a esto, se planteó una segunda estrategia de diferenciación 




2.2 Adipogénesis promovida por sobreexpresión de PPARg 
La correlación entre la sobreexpresión de PPARg y la formación de vesículas lipídicas confirmada 
mediante inmunofluorescencia (Figura 14)  corroboró la necesidad de la expresión de este factor 
para que se produjera la diferenciación adipogénica de los fibroblastos dérmicos. La expresión 
forzada de PPARg-1 en esas células nos permitió conseguir elevados porcentajes de diferenciación 
en tiempos cortos (10 días). Se conseguía de esta forma “reprogramar” las células hacia un linaje 
responsivo a estímulos adipogénicos poniéndose de manifiesto el papel fundamental que juega el 
factor PPARg en el desarrollo de la adipogénesis celular. Estos resultados son coherentes con los 
trabajos realizados por Tontonoz y cols. (Tontonoz et al., 1994b) en los que se demuestra la 
capacidad de PPARg para estimular la diferenciación adipogénica de varias líneas celulares de 
fibroblastos murinos. 
El gen PPARg da lugar a dos transcriptos distintos, PPARg-1 y 2, que se encuentran bajo el control 
transcripcional de distintas regiones promotoras y codifican dos proteínas similares que difieren en 
su región amino terminal.  Ambas isoformas se expresan en tejido adiposo, siendo la expresión de la 
isoforma PPARg-1 más ubícua y constitutiva, y la de la isoforma PPARg-2 específica de dicho tejido e 
inducible durante la diferenciación adipogénica, aunque la expresión de PPARg-1 también se 
incrementa en este proceso.  En nuestros experimentos  empleamos un vector retroviral codificante 
para PPARg-1, puesto que el incremento de actividad de esta isoforma en respuesta a los estímulos 
adipogénicos del medio de cultivo parece ser un mecanismo temprano de la adipogénesis en células 
competentes para esta diferenciación, como las MSC (Wang et al., 2013). El potencial de ambas 
isoformas de PPARg para inducir la adipogénesis en la línea celular de fibroblastos murinos 3T3 fue 
establecido por el laboratorio de Tontonoz (Mueller et al., 2002), en contraposición con otros 
autores, como Ren y cols. (Ren et al., 2002), que afirmaban la incapacidad de PPARg-1 para 
desencadenar este proceso.  
Nuestros datos, obtenidos mediante RT-PCR con oligonucleótidos cebadores específicos en los 
primeros exones para diferenciar ambas isoformas,  demuestran que una vez activado PPARg-1 en 
los fibroblastos dérmicos humanos se induce la expresión de PPARg-2, y esta expresión es 
mantenida durante todo el proceso de diferenciación. Ha sido previamente descrito como la 
expresión de ambas isoformas se incrementa significativamente durante la adipogénesis (Rosen and 
MacDougald, 2006; Wang et al., 2013). Kai Ge y cols. realizaron estudios de análisis de la regulación 
de la expresión de PPARg durante la adipogénesis. En ellos se puede apreciar cómo durante la 
diferenciación de los preadipocitos de ratón 3T3-L1, desde el primer  día en que se añade el medio 




detectada  posteriormente, a día 4 del proceso adipogénico, y ambos siguen aumentando sus niveles 
hasta alcanzar el máximo a día 8, cuando los adipocitos están completamente diferenciados  (Wang 
et al., 2013). A pesar de que PPARg-2 se induce en segundo lugar, los niveles máximos de proteína 
alcanzados por esa isoforma son significativamente superiores a los de PPARg-1. Coherentemente 
con esto, en los experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio, no observamos expresión de 
PPARg-2 en HF ni LD previa a la sobreexpresión de PPARg-1, aunque se añadiese el medio DIR (Figura 
18c y 27c). Una vez que se sobreexpresaba PPARg-1 mediante infección retroviral, a día 3 desde la 
adición del medio se detectó la expresión de la isoforma 2. Por otro lado, esto parecía indicar que en 
los fibroblastos dérmicos, a diferencia de los preadipocitos y de las MSC, la inducción de la isoforma 
1 del gen PPARg por estímulos adipogénicos se encuentra bloqueada. Sin embargo, una vez que se 
fuerza su expresión, PPARg-1 es capaz de desencadenar el proceso de diferenciación en este tipo 
celular,  como se demuestra por la activación de la expresión  de PPARg-2  y de otros genes pro-
adipogénicos, siguiendo la secuencia de expresión característica de la adipogénesis y resultando en 
la generación de adipocitos morfológicamente y funcionalmente maduros. Nuestro modelo de 
diferenciación muestra, por tanto, que la incapacidad del gen PPARg-1 de ser  inducido por estímulos 
adipogénicos en fibroblastos dérmicos es el factor limitante del potencial adipogénico de este tipo 
celular y que, sobrepasada esta limitación, esas células son capaces de transdiferenciar a adipocitos. 
Como ya se mencionó en el apartado 2.1, la falta de respuesta del gen PPARg  a los estímulos 
adipogénicos podría ser debida a procesos epigenéticos, alguno de los cuales estarían mediados por 
HDAC3 (Histona Deacetilasa 3) (Sugii and Evans, 2011). Cabe especular también que la 
sobreexpresión de PPARg-1, además de conferir la susceptibilidad al estímulo adipogénico en los 
fibroblastos normales, podría actuar como capturador de algún ligando o molécula represora que 
mantuviese a PPARg (principalmente la isoforma 2) en un estado transcripcionalmente inactivo 
incapacitado de su autoinducción en las células carentes de AGPAT2. 
3. Diferenciación adipogénica de células derivadas de paciente de LCG  
La sobreexpresión de PPARg-1 en fibroblastos de paciente LD causó su diferenciación adipogénica 
con una alta eficiencia. La expresión de marcadores moleculares de adipogénesis, incluyendo la 
expresión de leptina, confirmó que la diferenciación a células grasas maduras era posible en 
ausencia de AGPAT2. Si bien en estos experimentos se apreciaron pequeñas variaciones en la 
eficiencia de diferenciación, que era ligeramente menor en fibroblastos LD con respecto a los HF 
transducidos con PPARg-1, esto se debía con toda probabilidad a la menor tasa de división celular 





 Dado el papel central que se le atribuye a AGPAT2 en la biosíntesis del ácido fosfatídico, precursor 
de triglicéridos y fosfolípidos, la diferenciación adipogénica de fibroblastos dérmicos de paciente 
(LD) constituyó un hallazgo inesperado. El hecho de que la sobreexpresión de PPARg-1 permitiera 
superar el defecto en AGPAT2 demostró que, en esas condiciones de activación forzada de PPARg,  
AGPAT2 es prescindible para el desarrollo de la adipogénesis. Esta idea se confirmó en los 
experimentos de coinfección de los fibroblastos con los vectores  PGK-AGPAT2 y V-PPARg-1 (Figura 
16), en los que la sobreexpresión de AGPAT2 en células que ya sobreexpresaban PPARg-1 no condujo 
al aumento del porcentaje de células diferenciadas, mostrando que la carencia de AGPAT2 no era un 
factor limitante para la diferenciación en esas condiciones. La capacidad de esas células para 
diferenciar en ausencia de AGPAT2 nos hizo plantearnos si esto se podría extrapolar a otro tipo 
celular, lo que nos llevó a realizar ensayos de silenciamiento de AGPAT2 en MSC. Éstos mostraron 
como, aunque esa enzima era necesaria para la diferenciación de las MSC en medio adipogénico, al 
suplir su déficit con la sobreexpresión de PPARg-1 se conseguía rescatar a las células de la inhibición 
adipogénica, diferenciando del mismo modo que lo harían si AGPAT2 no estuviera silenciada (Figura 
15).    
La habilidad de las células LD para generar grasa en ausencia de la enzima AGPAT2, encargada de la 
biosíntesis del ácido fosfatídico, planteaba la incógnita del origen de dicho compuesto en estos 
fibroblastos. La posibilidad de que esa actividad enzimática estuviese siendo compensada por alguna 
de las isoformas de la familia de AGPAT quedó descartada al estudiarse la expresión de 2 de las 
isoformas que son capaces de expresarse en un mayor número de tejidos (AGPAT1  y AGPAT3) y de 
la isoforma específica de tejido adiposo marrón y de epitelio mamario, AGPAT6 (Figura 22). Ninguna 
de esas enzimas se detectó en células que habían diferenciado con éxito a adipocitos maduros. 
 Existe la posibilidad de que el ácido fosfatídico necesario para la síntesis de los triglicéridos y 
fosfolípidos provenga de otras actividades enzimáticas diferentes a la de AGPAT. Por ejemplo, la 
enzima fosfolipasa D cataliza la hidrólisis de la fosfatidilcolina generando ácido fosfatídico y colina. 
Muy recientemente, se ha descrito la presencia de niveles anormalmente elevados de dicha enzima 
en ratones AGPAT2-/- (Sankella et al., 2014), la cual podría estar actuando como fuente alternativa 
de ácido fosfatídico. De hecho, en esos estudios, se observaron en los tejidos murinos altos  niveles 
de ácido lisofosfatídico, el sustrato de la reacción, lo cual concuerda con la ausencia de actividad 
AGPAT2, que provoca la acumulación de ese compuesto. Por el contrario, el ácido fosfatídico no 
aparecía disminuido, sino que se encontraba incluso a niveles superiores a los fisiológicos, lo cual 
indicaba la existencia de una ruta alternativa de síntesis en ausencia de AGPAT2. La fosfolipasa D no 




AGPAT2. La diacilglicerol quinasa es una enzima capaz de generar ácido fosfatídico a partir de 1,2-
diacilglicerol utilizando ATP como fuente de fosfato, y su expresión se ha encontrado también 
elevada en ratones AGPAT2-/- (Sankella et al., 2014). Estas dos enzimas podrían ser las responsables 
de la producción del ácido fosfatídico necesario para  la síntesis de los triglicéridos y fosfolípidos que 
presentan los fibroblastos dérmicos de paciente una vez diferenciados a adipocitos. 
Puesto que AGPAT2 parece no ser imprescindible para la síntesis de ácido fosfatídico pero su 
ausencia impide la diferenciación adipogénica in vivo, como queda de manifiesto por la ausencia de 
grasa en pacientes LD, esta enzima podría poseer una función adicional esencial en otro punto de 
este proceso biológico. Se podría deducir que AGPAT2 posee un papel regulador de la adipogénesis, 
siendo un activador fundamental de determinadas rutas de señalización que tienen la inducción de 
PPARg como punto final. Esta hipótesis es apoyada por las evidencias halladas por Burant y 
cols.(Subauste et al., 2012), quienes observaron cómo en células 3T3-L1 en las que se silenció 
AGPAT2 se producía un incremento del ácido fosfatídico cíclico, un conocido inhibidor de PPARg. 
Este compuesto es un análogo natural ciclado del ácido lisofosfatídico y se genera a partir de la 
transfosfatidilación de la lisofosfatidilcolina, mientras que el ácido lisofosfatídico se forma mediante 
la hidrólisis del mismo precursor. Curiosamente, ambos análogos  tienen acciones biológicas 
opuestas (Fujiwara, 2008). Este mismo grupo describió cómo la sobreexpresión de AGPAT2, sin 
embargo, reducía significativamente los niveles del ácido fosfatídico cíclico, lo cual permitiría la 
activación de PPARg y, por tanto, de la adipogénesis.  Este mecanismo podría explicar la 
diferenciación adipogénica en ausencia de AGPAT2 mediada por sobreexpresión de PPARg-1 que 
hemos encontrado, ya que los niveles elevados de PPARg podrían compensar el incremento de la 
posible acción  inhibidora del ácido fosfatídico cíclico. La posibilidad de conseguir la reprogramación 
adipogénica mediante sobreexpresión de PPARg-1 de células de paciente de LCG de tipo 2 al igual 
que las de tipo 1, demostrada a lo largo de nuestros experimentos, amplía el posible espectro de 
acción de esta estrategia terapéutica. Este subtipo de LCG se caracteriza por mutaciones en el gen 
BSCL2, que codifica la seipina, una proteína cuya función no está completamente definida, aunque 
se ha planteado como responsable de la fusión de las vesículas lipídicas citoplasmáticas de los 
adipocitos (Garg and Agarwal, 2009). Quizá la expresión forzada de PPARg consigue activar la 
adipogénesis a un nivel global, superándose de esa forma algunos defectos genéticos relacionados 
funcionalmente. Esto supondría una ventaja desde el punto de vista terapéutico, ya que con una 
misma aproximación se podrían corregir distintos subtipos de LCG. Sin embargo, esta hipótesis debe 
ser aun probada en casos de LCG causados por mutaciones en caveolina y cavina.  Recientemente,  
Magre y cols (Prieur et al., 2013) observaron una mejoría del fenotipo de ratones con mutaciones en 




el bloqueo funcional de PPARg no es tan crítico como en la LCG de tipo 1. Sería muy interesante 
disponer de MSC provenientes de pacientes de ambos tipos de lipodistrofias para determinar la 
respuesta a las TZD, lo cual aportaría información sobre el grado de bloqueo de la función de PPARg.   
4. Caracterización funcional de los adipocitos derivados de fibroblastos dérmicos HF y LD 
Una vez superado el defecto en el gen AGPAT2, la caracterización de las células diferenciadas 
obtenidas a partir de los fibroblastos HF y LD mostró que tanto las células control como 
lipodistróficas eran capaces de llevar a cabo toda la secuencia adipogénica hasta adipocitos 
maduros. El análisis de su  perfil adipogénico reveló la expresión de los factores de transcripción pro-
adipogénicos aP2, C/EBPα y PPARg-2. Además, se detectó la expresión de las adipoquinas 
adiponectina y leptina  en las células diferenciadas, lo cual constituye un punto muy importante, ya 
que dichas moléculas son las que dotan de funcionalidad metabólica al tejido adiposo blanco.  
En nuestros experimentos se observaba una expresión de los factores de transcripción  C/EBPα y aP2 
a día 3 desde la adición del medio, que se mantenía hasta el final del proceso (Figura 18a ,b y 27a,b). 
Este patrón temporal es coherente con el observado en preadipocitos 3T3-L1 al diferenciar a 
adipocitos maduros (Victoria et al., 2010; Wu et al., 1998). Estos factores necesitan que pasen 72 
horas para expresarse en cantidades elevadas, al contrario de lo que ocurre con C/EBPβ y C/EBPδ, 
que se detectan inmediatamente tras la adición del medio de diferenciación (Wu et al., 1998). 
Respecto a PPARg-2, se detectó su expresión  a días 3 y 12 pero no a día 0, ya que las células habían 
sido infectadas con la isoforma 1 y los oligonucleótidos usados en las RT-PCR detectaban 
específicamente PPARg-2 (Figura 18c y 27c). El punto fundamental fue que tanto las células HF como 
las LD provenientes de paciente con LCG de tipo 1 y 2  fueron capaces de expresar estos factores al 
estar transducidas con PPARg-1, indicando que se había conseguido superar la deficiencia 
adipogénica inicial de las mismas. Como se mencionó anteriormente, también se estudió la 
expresión de dos adipoquinas que son sintetizadas por el tejido adiposo y vertidas al torrente 
sanguíneo, y que ejercen importantes funciones a nivel metabólico. Mientras que la adiponectina 
presentaba niveles significativos de ARN a día 3, la leptina requería más tiempo de diferenciación 
para expresarse y no era detectada hasta día 12 (Figura 18d y 27d). Esta adipoquina es el marcador 
de adipocitos maduros por excelencia. Por esto, se estudió no solo la expresión de su ARN 
mensajero, sino la capacidad de las células HF y LD para sintetizar y liberar esta proteína al medio de 
cultivo (Figura 19). Una vez que las células estuvieron expuestas durante 30 días al medio DIR, se 
detectó la presencia de proteína leptina en el medio mediante un ensayo de ELISA. De nuevo, las 




La formación de vesículas lipídicas uniloculares es un rasgo característico de los adipocitos maduros 
in vivo. En todos los trabajos descritos en la literatura sobre diferenciación adipogénica de 
fibroblastos dérmicos humanos (Blasi et al., 2011; Jaager and Neuman, 2011; Victoria et al., 2010), 
las células resultantes exhiben en su citoplasma vesículas multiloculares, que es el tipo de 
diferenciación que se obtiene in vitro  empleando medios de cultivo específicos. Sin embargo, en 
nuestros experimentos se conseguía una diferenciación terminal que permitió la formación de 
vesículas uniloculares en las células expuestas durante 1 mes al medio DIR (Figura 20), lo que 
indicaba que habíamos conseguido generar adipocitos maduros. 
4.1 Señalización mediada por Akt en células LD 
Numerosos estudios demuestran la implicación de Akt en la regulación de la adipogénesis mediante 
su participación en la vía de señalización de la insulina (Li et al., 2013; Liang et al., 2013; Zhang et al., 
2009). Una reducción de la activación de esta proteína en pacientes lipodistróficos ha sido descrita 
por algunos autores. En base a esto, se  ha postulado que AGPAT2 podría ser importante para la 
regulación de la ruta PI3K/Akt, de manera que en los pacientes con LCG los bajos niveles de ácido 
fosfatídico condujeran a una escasez de PIP3, producto que activa a Akt a través de su reclutamiento 
a la membrana. De esta forma, la señalización de Akt se vería afectada (Subauste et al., 2012). 
Sin embargo, los experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio no mostraron disminución de 
la activación de Akt en los pacientes de LCG de tipo 1 y 2 analizados. Tampoco se observaron 
diferencias en la cantidad de proteína total entre pacientes y células control (Figura 23 y 28). 
Nuestros resultados podrían sugerir la existencia de una variabilidad en la afectación de esa vía de 
señalización entre los pacientes con LCG o, alternativamente, que ésta no sea la ruta fundamental 
afectada en esta enfermedad. 
5. Perfil lipidómico de los adipocitos derivados de fibroblastos dérmicos HF y LD 
Los estudios de lipidómica de este trabajo de tesis se realizaron en un contexto de colaboración con 
el grupo de Rosario Domingues de la Universidad de Aveiro, Portugal. Los datos obtenidos 
mostraron cantidades totales de fosfolípidos, triglicéridos y colesterol de los mismos órdenes de 
magnitud en los tres tipos celulares analizados (MSC, HF y LD). La separación de los distintos tipos de 
fosfolípidos mediante cromatografía de capa fina nos permitió analizar siete subtipos, presentes en 
MSC, HF y LD: lisofosfatidilcolina, esfingomielina, fosfatidilcolina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina, 
fosfatidiletanolamina y cardiolipina (Figura 24). La cuantificación de esos compuestos no  mostró  




mediante espectrometría de masas se identificaron especies comunes a los tres tipos de células, 
pero en este caso sí se detectaron algunas diferencias entre MSC, HF y LD.  
En conjunto, nuestro análisis de lípidos mostró que,  si bien las tres clases de células (MSC, HF y LD) 
exhibían el mismo patrón de expresión de genes pro-adipogénicos y adipoquinas, el perfil lipidómico  
variaba ligeramente entre ellas. El tipo celular del que provenía el adipocito parecía influir en las 
especies de triglicéridos que se generaban y, probablemente, la ausencia de AGPAT2 estuviera 
también implicada en esas diferencias. Las variaciones en la longitud y saturación de los  ácidos 
grasos que forman los triglicéridos podrían reflejar la síntesis de ácido fosfatídico por distintos 
enzimas en el caso de las células LD, que  carecen de AGPAT2, por lo que los sustratos y los 
productos podrían cambiar.  
Los ácidos grasos están implicados en la regulación de algunos procesos metabólicos e inflamatorios 
del tejido adiposo, por lo que  cabría pensar que estas diferencias de composición lipídica podrían 
generar alguna alteración a esos niveles. Futuros  experimentos in vivo permitirán analizar el alcance 
e importancia de estas alteraciones. Por otra parte, el punto clave de estos experimentos, que era 
conseguir  la formación de TG y la síntesis de adipoquinas por las células LD, se daba  a pesar de esas 
ligeras diferencias en el perfil lipidómico. 
6. Potencial terapéutico de las células LD en la generación de sistemas cutáneos 
bioingenierizados para la terapia génica y celular 
Nuestros experimentos  in vivo mostraron que tanto los  fibroblastos de donantes sanos como los de 
pacientes de LCG corregidos con PPARg-1, al ser trasplantados bien de manera subcutánea o como 
parte de pieles bioingenierizadas en ratones inmunodeficientes, se mantenían a largo plazo en el 
animal sin producir efectos tóxicos o tumorigénicos (Figuras 30 y 31). Además, al recuperarse esas 
células del tejido, conservaban la capacidad de diferenciar a adipocitos al ser expuestos al medio DIR 
(Figura 32). Esto demostraba que nuestra aproximación de terapia celular era factible, ya que las 
células modificadas genéticamente en nuestros ensayos poseían la capacidad de persistir de manera 
estable conservando toda su funcionalidad.  
En nuestro laboratorio, la metodología de generación de equivalentes dermo-epidérmicos había sido 
usada previamente para la obtención de modelos animales para el estudio de diferentes 
enfermedades cutáneas (Carretero et al., 2013; Gache et al., 2004) y, también, para forzar la 
expresión de leptina como herramienta terapéutica. Se consiguió, de esa forma, la generación de 
pieles bioingenierizadas constituidas por queratinocitos humanos que sobreexpresaban leptina, las 




diabético y su exceso de peso (Larcher et al., 2001). Sin embargo, en esos ensayos la expresión de 
leptina se daba de forma constitutiva ya que era dirigida por un promotor inespecífico. En esta tesis 
quisimos aprovechar las ventajas que ofrecen los equivalentes dermo-epidérmicos para generar una 
piel humana con un componente dérmico con potencial adipogénico, compuesto por células capaces 
de sintetizar leptina de forma regulada y controlada, en respuesta a las necesidades  metabólicas del 
organismo y no de forma continuada. El trasplante de estas células con propiedades adipogénicas y 
capacidad de regenerar grasa funcional podría plantearse como una aproximación terapéutica para 
corregir, a nivel sistémico, los defectos metabólicos que cursan con la  LCG. 
En resumen, en este trabajo de tesis doctoral hemos conseguido establecer las condiciones 
necesarias para diferenciar eficientemente fibroblastos dérmicos a adipocitos mediante una 
metodología que es válida, incluso, para la diferenciación adipogénica de células provenientes de 
pacientes lipodistróficos. Además, se ha puesto de manifiesto la necesidad de la actividad PPARg 
para el correcto desarrollo de la adipogénesis humana, así como el papel crucial que juega como 
principal conductor y regulador de este proceso. Por su perfil de expresión de genes pro-
adipogénicos, su capacidad de secreción de leptina, su perfil lipidómico y su estabilidad en los 
equivalentes dermo-epidérmicos, estas células son buenas candidatas para ser usadas en la 
generación de sistemas bioingenierizados que podrían constituir un procedimiento de terapia génica 
y celular para el tratamiento de la LCG. 
Como experimentos futuros, sería adecuado seguir profundizando en el desarrollo de protocolos de 
trasplante de adipocitos para avanzar en la consecución de un tejido adiposo in vivo. La realización 
de estos procedimientos en un modelo animal de lipodistrofia y el posterior análisis de su capacidad 
para revertir el fenotipo de la enfermedad, podría aportar información de gran relevancia para 

















































1. Se han caracterizado las condiciones necesarias para el establecimiento de un sistema 
eficiente de reprogramación y diferenciación adipogénica de fibroblastos dérmicos humanos 
en base a la sobreexpresión del factor de transcripción PPARg-1. 
 
2. Las condiciones establecidas son necesarias y suficientes para que se produzca la 
diferenciación adipogénica de células dérmicas de pacientes con lipodistrofia congénita 
generalizada de tipo 1 y 2 sin  necesidad de la restauración de las actividades enzimáticas de 
los genes AGPAT2 o BSCL2. 
 
3. La adipogénesis inducida por la sobreexpresión de PPARg-1 en fibroblastos dérmicos 
humanos control y de paciente de lipodistrofia congénita generalizada tipo 1 y 2 es 
indistinguible de la que experimentan los preadipocitos humanos en lo que se refiere al 
patrón de expresión de factores de transcripción y adipoquinas. 
 
4.  La diferenciación adiposa, por sobreexpresión de PPARg-1, en ausencia de AGPAT2 indica 
que esta enzima posee, en condiciones normales, una función fundamental adicional sobre 
la activación de vías de señalización que conducen a la inducción de PPARg y que su papel en 
la síntesis de triglicéridos puede ser sustituido por otras actividades enzimáticas alternativas. 
 
5. Los cambios observados en el perfil lipidómico en cuanto a la longitud y saturación de ácidos 
grasos laterales de los triglicéridos en las células que sobreexpresan PPARg-1 parecen ser las 
únicas alteraciones derivadas de la ausencia de AGPAT2. 
 
6. Los fibroblastos dérmicos de donantes sanos y de pacientes de lipodistrofia congénita 
generalizada sobreexpresando PPARg-1, trasplantados de forma subcutánea o como parte 
de pieles bioingenierizadas en ratones inmunodeficientes, se mantienen a largo plazo en el 
receptor sin producir efectos tóxicos o tumorigénicos. 
  
7. Puesto que los fibroblastos modificados genéticamente para sobreexpresar PPARg-1 poseen 
un potencial adipogénico que incluye la secreción de adipoquinas, el trasplante  de estas 
células diferenciadas in vitro o in vivo se plantea como un abordaje de terapia génica y 
celular válido para el tratamiento de la lipodistrofia congénita generalizada. 
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